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Objetivo: Investigar la relación entre la angiogénesis y la linfangiogénesis en biopsias de mucosa 
intestinal y la actividad endoscópica e histológica de pacientes con enfermedad inflamatoria 
intestinal (EII). 
Métodos: Se incluyeron prospectivamente pacientes con y sin EII que acudieron a realizarse una 
colonoscopia por práctica clínica. El grado de actividad endoscópica se determinó mediante el 
subíndice endoscópico de Mayo para la colitis ulcerosa (CU) y el SES-CD para enfermedad de 
Crohn (EC). La expresión de los factores en mucosa cólica se determinó por inmunohistoquímica. 
Los resultados de la expresión de VEGF-A, -C, -D, -R1, -R2, -R3 y PlGF se clasificaron como 
sigue: (++) si se tiñeron más del 50% de las células del tejido, (+) por debajo del 50% y (-) tinción 
negativa. Ang-1, Ang-2 y Tie-2, y la densidad microvascular CD34 y D2.40, se evaluaron mediante 
el recuento directo en cinco campos de visión a un aumento de 40x. 
Resultados: Se incluyeron 58 pacientes con EII (36 CU y 22 EC) y 19 controles, y se evaluó un 
total de 101 biopsias. Se observó una mayor expresión de Ang-1 y -2 en las biopsias procedentes 
de segmentos intestinales con inflamación endoscópica grave comparada con las procedentes de 
tramos sin actividad endoscópica (p<0,01). La expresión de VEGF-D (p<0,05), PlGF (p<0,05) y 
VEGFR-3 (p<0,01), y la media de recuento de Ang-1 (p<0,05) y Ang-2 (p<0,01), fueron diferentes 
en función de la actividad histológica. La intensidad de la expresión aumentó en paralelo con la 
gravedad de las lesiones histológicas, excepto la de VEGF-D, que disminuyó. La expresión y el 
recuento medio de Ang-1, Ang-2, VEGFR-2 (p<0,01) y VEGF-C, -R1 y Tie-2 fueron mayores en 
las muestras de pacientes con CU que en las de EC (p<0,05). En los pacientes con EC, el 
recuento medio de Ang-1, y la expresión de VEGF-C, -D, -R2, -R3 y PlGF fue mayor (p<0,05), y 
del resto de los factores menor, que en los controles. La expresión de Ang-2 (p<0,05) y la de 
todos los factores estudiados fue mayor en las muestras de EC activa que en las inactivas. La 
expresión de todos los factores fue mayor en los pacientes con CU que en los controles (p<0,05). 
El recuento medio y la expresión de Ang-1, Ang-2 y VEGF-D fue menor (p<0,05) en las muestras 
con CU activa. El mayor área bajo la curva ROC para el diagnóstico de actividad endoscópica en 
CU fue de 0,72 para la Ang-1 (punto de corte 42,2: sensibilidad 53% y especificidad 67%). 
Conclusiones: La expresión de VEGF-A, -D, -R3, PlGF y Ang-1 y -2 en las biopsias de mucosa 
se correlaciona con la actividad histológica de la EII. La expresión de Ang-1 en muestras de 
mucosa constituye un marcador de desarrollo angiogénico en la EII. Los factores angiogénicos se 
expresan de manera diferente en la mucosa de los pacientes con EC y CU. Estos resultados 






Aim: To evaluate the relationship between angiogenesis and lymphangiogenesis in colonic 
mucosa biopsies with the endoscopic and histological activity in patients with inflammatory bowel 
disease (IBD). 
Methods: Patients with and without IBD that underwent a colonoscopy because of medical criteria 
were prospectively included. Endoscopic activity was assessed by endoscopic Mayo subscore for 
ulcerative colitis (UC) and SES-CD for Crohn’s disease (CD). Protein expression in colonic 
mucosa was determined by immunohistochemistry. VEGF-A, -C, -D, -R1, -R2, -R3 and PlGF 
expression results were graded as follows: (++) over 50% of the tissue cells were stained, (+) 
below 50%, and (-) completely negative. Ang-1, Ang-2 and Tie-2, and micro vessel density CD34 
and D2.40, were assessed as the average density of five hot spots at a magnification of x40. 
Results: 58 patients with IBD (36 UC and 22 CD) and 19 controls were included, and a total of 
101 biopsies were evaluated. Higher expression of Ang-1 and Ang-2 was found when the 
endoscopic activity was severe compared to inactive disease (p<0.01). Expression of VEGF-D 
(p<0.05), PlGF (p<0.05) and VEGFR-3 (p<0.01), and mean count of Ang-1 (p<0.05) and Ang-2 
(p<0.01) were also significantly different depending on the histological activity. These expressions 
were increased in parallel with the severity of histological lesions excepting for VEGF-D, which 
was decreased with the severity of the activity. Expression and mean count of Ang-1, Ang-2, 
VEGFR-2 (p<0.01), and VEGF-C, -R1 and Tie-2 were higher in samples from patients with UC 
compared to CD (p<0.05). In patients with CD, Ang-1 mean count, and expression of VEGF-C, -D, 
-R2, PlGF, and VEGFR-3, were higher (p<0.05), and the rest of factors were lower, than in 
controls. Expression of Ang-2 (p<0.05) and of all the studied factors were higher in active samples 
than in non-active CD; on the opposite, VEGF-D and -R3 were lower. In UC, expression of all 
factors were higher in patients with UC than in controls (p<0.05). Mean count and expression of 
Ang-1, Ang-2 were higher, and VEGF-D was lower (p<0.05) in samples with active, compared to 
inactive UC. The best area under the ROC curve for the diagnosis of endoscopic activity in UC 
was 0.72 for Ang-1 (cut-off at 42.2: 53% sensitivity and 67% specificity). 
Conclusions: The expression of VEGF-A, -D, -R3, PlGF, and Ang-1 and -2 in mucosal biopsies 
correlates with the histological activity of IBD. Ang-1 expression in mucosal samples is a marker of 
angiogenic development in IBD. Angiogenic factors are differentially expressed in mucosa from 






























La Enfermedad lnflamatoria Intestinal (EII) engloba tres entidades distintas: la 
enfermedad de Crohn (EC), la colitis ulcerosa (CU) y la colitis indeterminada (Cl), cuya 
característica principal es la inflamación crónica del tubo digestivo en diferentes 
localizaciones1, 2. 
La EC y la CU, a pesar de ser diferentes entre sí, tienen características comunes 
que en muchas ocasiones hacen difícil diferenciarlas. Para realizar el diagnóstico 
diferencial entre EC y CU es necesario apoyarse en las características clínicas, 
endoscópicas, radiológicas, histológicas y en la evolución de la enfermedad a lo largo 
del tiempo. 
Tanto la EC como la CU cursan alternando periodos de actividad clínica de 
diferente intensidad que se denominan brotes o recidivas, caracterizados por un 
aumento y agudización de la respuesta inflamatoria, con periodos de inactividad o 
quiescencia que se identifican con las fases de remisión. El número, la periodicidad y 
la gravedad de estos brotes son impredecibles. 
Los síntomas y la gravedad de cada una de estas enfermedades dependerán de 
la extensión, la localización, el comportamiento, el grado de actividad inflamatoria y de 
las manifestaciones extraintestinales que se asocian a la enfermedad, aspectos que le 




1. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL 
1.1 ENFERMEDAD DE CROHN 
La EC puede afectar a cualquier parte del tracto digestivo desde la boca hasta el 
ano, aunque se localiza con más frecuencia en íleon terminal y colon. Su distribución 
es segmentaria a lo largo del intestino, lo que significa que existen áreas del intestino 
preservadas de la enfermedad entre los segmentos del intestino que están afectados y 
que tienen una longitud variable. Además, esta inflamación es asimétrica a lo largo de 
la circunferencia del tracto digestivo y de las diferentes localizaciones de la 
enfermedad. La EC es una enfermedad transmural, por lo que la inflamación afecta a 
todo el espesor de la pared intestinal, desde la mucosa hasta la vertiente de la serosa 
que recubre el intestino. La pared intestinal se encuentra engrosada con afectación de 
la submucosa, la muscularis propia, la serosa y la grasa mesentérica4. 
El rasgo histológico clave en la EC es el hallazgo de granulomas no 
caseificantes en el estudio microscópico, aunque éstos se pueden encontrar en otros 
procesos patológicos, fundamentalmente en infecciones por Campylobacter o Yersinia 
e incluso en las colitis secundarias a fármacos. Un granuloma se define como un 
conjunto de células epitelioides, macrófagos y linfocitos, habitualmente células T5. 
Otros hallazgos histológicos, menos específicos de la EC, son la presencia de 
distorsión de la cripta de forma discontinua, y la presencia de inflamación discontinua, 





1.2 COLITIS ULCEROSA 
La CU afecta a la mucosa del colon en extensión variable, desde el recto hasta 
el ciego. La extensión de la CU tiene importantes implicaciones pronósticas y para la 
toma de decisiones en los algoritmos terapéuticos6. Por lo general, las lesiones son 
más intensas en el recto y se extienden a lo largo del colon aunque existen numerosas 
excepciones a esta regla. La indemnidad rectal se observa con más frecuencia en la 
CU tratada con medicación tópica (también se puede observar en casos en los que la 
enfermedad es más grave en otras áreas del colon y la mucosa rectal está conser-
vada). La afectación intestinal es continua, a diferencia de lo que ocurre en la EC, que 
es discontinua. Varios estudios endoscópicos han puesto de manifiesto la existencia 
de inflamación del colon derecho y/o periapendicular en pacientes con colitis izquierda. 
La prevalencia de estos hallazgos varía entre el 19 y el 75%, pero no se sabe cuál es 
el significado clínico7. Puesto que la enfermedad se limita a la mucosa del colon, es 
excepcional la aparición de fístulas, estenosis o engrosamiento transmurales, como 
ocurre en la EC. 
La característica histológica diferencial en el caso de la CU es que el proceso 
inflamatorio se limita a la mucosa. La lámina propia se encuentra congestiva, 
edematosa y con aumento del número de células. Existe un aumento de infiltrado 
inflamatorio que se extiende tanto lateral como verticalmente en la mucosa del colon. 
Además existe un abundante número de células plasmáticas que cuando se asocia a 
una distorsión de las criptas es muy sugerente de CU. Otra característica que ayuda al 
diagnóstico y que indica la presencia de enfermedad activa es la presencia de 
neutrófilos en la pared de las criptas (criptitis), en su interior (abscesos de las criptas) o 
asociados a daño epitelial (destrucción de las criptas). Pero los datos más relevantes 
para el diagnóstico de CU son los indicadores de cronicidad, como son la deformación 





disminución significativa de su número y la presencia de agregados linfoides basales e 
infiltrado inflamatorio crónico, todo ello asociado a la disminución de moco8. 
1.3  FACTORES DE RIESGO 
Muchos han sido hasta ahora los factores ambientales relacionados con la EII, 
permaneciendo actualmente sin aclarar el mecanismo fisiopatogénico de cada uno de 
ellos; algunos de estos factores se comportan de manera totalmente diferente en la 
CU y en la EC, reforzando la hipótesis de que ambas entidades, aunque compartiendo 
algunas características clínicas y fisiopatológicas, son probablemente entidades 
heterogéneas (en realidad, muy probablemente sean más de dos entidades). Existe 
una evidencia científica cada día más amplia de que diferentes factores ambientales 
influyen en la aparición de las EII así como en la evolución posterior en su historia na-
tural9. Después de los agentes infecciosos y la dieta, el tabaco, la apendicectomía y la 
toma de anticonceptivos orales son los factores que más frecuentemente se han 
asociado a la etiología de estas enfermedades10. 
1.4 ETIOLOGÍA 
A diferencia de lo que ocurre con otros procesos que cursan con inflamación del 
tracto digestivo en los que existe una causa etiológica identificable, en la EII se 
desconoce. La teoría más aceptada es que existen factores genéticos, endógenos y 
ambientales, como la modificación de la flora bacteriana residente y el aumento de la 
permeabilidad intestinal, que juegan un importante papel en la mala regulación de la 
inmunidad intestinal, lo que lleva a lesión gastrointestinal, desencadenado toda la 
cascada de inflamación contra el propio tejido11-14. 
Esta inflamación provoca una producción inapropiada de citocinas en la mucosa 
intestinal, iniciando un desarrollo angiogénico y linfangiogénico anormal15, 16. La 





recíproca con las citocinas de la mucosa manteniendo el estado inflammatorio17, 18. Sin 
embargo, aunque la angiogénesis (el desarrollo de vasos sanguíneos) contribuye a 
intensificar la inflamación intestinal, todavía no está claro si la linfangiogénesis (el 
desarrollo de vasos linfáticos) amplifica o protege de la inflamación a los pacientes con 
EII19-21. 
2. ANGIOGÉNESIS Y LINFANGIOGÉNESIS 
La angiogénesis se define como la formación de nuevos vasos sanguíneos a 
partir de otros preexistentes22. Este proceso se produce durante diversos procesos 
fisiológicos, por ejemplo, la embriogénesis, el ciclo reproductivo femenino, ciclo de 
crecimiento capilar, la curación de heridas o el crecimiento del tejido23, 24. En la 
angiogénesis fisiológica, después de la estabilización y estructuralización de la nueva 
red capilar formada, el equilibrio entre los factores pro- y antiangiogénicos vuelve a los 
niveles basales y el proceso termina25. Sin embargo, un desequilibrio entre reguladores 
positivos y negativos probablemente conduce a una angiogénesis patológica que 
puede promover enfermedades tales como el cáncer, la enfermedad cardiovascular 
isquémica, la retinopatía diabética y la artritis reumatoide26, 27. 
A diferencia de los vasos sanguíneos, los vasos linfáticos llevan a cabo 
importantes funciones fisiológicas, incluyendo el drenaje del exceso de fluido corporal 
en los tejidos, la absorción de la grasa intestinal y el tráfico de células inmunes a 
través de los nodos linfáticos28, 29 (Figura 1). Varios estudios han documentado la 
asociación de la linfangiogénesis con el crecimiento tumoral y metastásico30-32, sin 
embargo, su relación con la EII no está del todo demostrada. 
Recientes estudios bioquímicos, moleculares e inmunohistoquímicos, indican 
que varias familias de factores de crecimiento, tales como la del factor de crecimiento 
del endotelio vascular (VEGF) y sus receptores, y el sistema de las angiopoyetinas 





fecha, no se ha estudiado la expresión de estos factores con el crecimiento 
angiogénico y linfangiogénico a nivel tisular, en pacientes con EII. 
 Figura 1. Estructura de la microvasculatura linfática. 
El capilar linfático está adaptado para la absorción de fluido, lípidos, macromoléculas, células y desde la zona 
intersticial. En contraste con el capilar sanguíneo, el capilar linfático desarrolla una pobre lámina basal (BM) y 
se encuentra desprovisto de pericitos (P). El endotelio linfático está altamente atenuado, y las células se 
conectan directamente al colágeno intersticial mediante filamentos de anclaje (AF). La ausencia de una barrera 
vascular de músculo liso permite el paso de células inmunes al sistema linfático. 
 
 
2.1 FACTORES DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR Y SUS 
RECEPTORES  
Tanto la angiogénesis, la formación de nuevos vasos sanguíneos, como la 
linfangiogénesis, la formación de nuevos vasos linfáticos, son procesos complejos en 
los que están implicados diferentes mecanismos de señales. El principal sistema que 
participa en ambos procesos es la familia de proteínas del factor de crecimiento del 
endotelio vascular (vascular endotelial growth factor, VEGF) y sus receptores 
asociados. Este sistema se compone de una familia de glicoproteínas que actúan 





placentario (placental growth factor, PLGF)39, 40. Éstos se unen selectivamente, con 
diferente afinidad, a tres receptores que pertenecen a una superfamilia de receptores 
tirosina-kinasa transmembrana que se conocen como VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-
3 (Figura 2)41. Aunque inicialmente postuló VEGF-A como un factor específico de 
células endoteliales, estudios más recientes han identificado diversos componentes de 
esta familia en otros tipos celulares42-44. Los factores de VEGF actúan como un 
mitógeno endotelial potente y selectivo que induce una rápida y completa respuesta 
angiogénica. El VEGF-A es el factor que se ha estudiado más extensamente y está 
implicado en la inducción de angiogénesis, mientras VEGF-C y VEGF-D 
principalmente ejercen su influencia sobre el endotelio linfático45. 
Figura 2. Sistema VEGF y sus receptores.  
 









2.1.1 Factor de crecimiento del endotelio vascular –A (VEGF-A)  
El factor de crecimiento del endotelio vascular-A es una citocina multifuncional 
secretada por una gran variedad de células, que representa un papel esencial en la 
vasculogénesis y la angiogénesis46. VEGF-A fue descubierto en 1983 como el primer 
miembro de la familia de VEGF47. 
Durante su transcripción, se produce una unión alternativa de este factor, dando 
lugar a múltiples isoformas maduras con diferente longitud de aminoácidos (VEGF-
A165, -A121, -A189, -A206), que son capaces de inducir la proliferación y migración de 
las células endoteliales48. Las dos formas que típicamente se producen en las células 
endoteliales y tumorales son VEGF-A165 y VEGF-A12126, 49. Este factor de crecimiento 
puede unirse a dos receptores tirosina-quinasa, VEGFR-1 y VEGFR-248, 50, 51; cuando el 
VEGF-A se une a cualquiera de ellos, se inicia una cascada intracelular de señales 
que da lugar a cambios en la expresión de genes que promueven diferentes acciones. 
El VEGF-A no es sólo un potente mitógeno del endotelio, sino que también produce un 
aumento de la permeabilidad capilar (también es conocido como factor de 
permeabilidad vascular)52 y estimula a las células endoteliales a que secreten citocinas 
esenciales para la migración y la formación de nuevos vasos43. 
La posible contribución de VEGF-A a la linfangiogénesis ha sido tema de debate. 
Durante mucho tiempo se ha supuesto que el VEGF-A no estaba asociado a ésta; sin 
embargo, hay estudios experimentales en los que se demuestra que el incremento de 
expresión de VEGF-A induce la formación de nuevos vasos linfáticos y la dilatación de 
los pre-existentes53, 54. Estudios recientes han puesto de manifiesto el papel de VEGF-
A/VEGFR-2 como una vía de señalización en la linfangiogénesis55. El papel del VEGF-
A es un potente inductor de la proliferación de las células endoteliales linfáticas (LEC) 
in vitro56. Sin embargo, se ha demostrado que, aunque el VEGF-A estimula la 





desorganizada, durante este proceso, sólo se forman unos pocos vasos linfáticos20, 57. 
Los efectos indirectos de VEGF-A, a través de la atracción de células inflamatorias que 
producen VEGF-C y VEGF-D, pueden también contribuir a su actividad 
linfangiogénica58, 59. 
Datos recientes de un estudio, utilizando el ensayo de membrana 
corioalantoidea de embrión de pollo como modelo experimental ex vivo, han mostrado 
que el VEGF-A y el HGF también podrían influir en la linfangiogénesis sinérgicamente, 
induciendo una fuerte respuesta angiogénica y expresión de Prox-1 en las células 
endoteliales linfáticas en esta membrana. Sin embargo, esta observación no ha sido 
completamente dilucidada in vivo60. 
• Papel de VEGF-A en la EII 
La citocina angiogénica VEGF-A parece mediar la EII mediante la promoción de 
la angiogénesis y la inflamación intestinal. El aumento de los niveles de este factor en 
la EII crónica fue confirmado inicialmente, por estudios en los que se observaron 
niveles séricos y tisulares significativamente mayores de VEGF-A en pacientes con EC 
y CU activas que en los controles16, 55, 61-63. Aunque posteriormente, otros autores han 
descrito unos niveles de VEGF-A en plasma más bajos, y una intensidad de 
inmunotinción más débil, en los pacientes con EC activa que en los controles sanos64. 
En el caso de pacientes con CU, por otro lado, los niveles de VEGF-A en plasma y la 
intensidad de la inmunotinción fueron similares a los de los controles sanos, lo que ha 
llevado a sugerir que el curso de la CU pueda ser independiente de VEGF-A. 
Curiosamente, Magro et al.65 obtuvieron en su estudio los mismos resultados 
para los pacientes con CU, aunque los niveles séricos de VEGF-A en pacientes con 
EC en remisión, fueron más bajos que los de los controles. Las diferencias en los 
resultados descritos por estudios anteriores no terminan de aclarar la relación entre la 





La principal fuente de aumento de los niveles de VEGF-A en suero durante la EII 
es controvertida, ya que varios autores han demostrado distintos orígenes posibles de 
esta citocina. Las células mononucleares de sangre periférica han sido descritas como 
uno de los orígenes de los elevados niveles séricos de VEGF-A observados en los 
pacientes con EII. Se ha encontrado un aumento significativo de la producción de 
VEGF-A por estas células en pacientes con enfermedad activa66, 67. 
Aunque un estudio inmunohistoquímico de VEGF-A en material quirúrgico de 
pacientes con EII activa no mostró una expresión marcada de este factor64, la mucosa 
intestinal se ha considerado también como otro posible origen de la elevación los 
niveles séricos de VEGF-A en pacientes con EII activa66. Griga et al. encontraron un 
aumento de la expresión de VEGF-A en el sobrenadante de cultivos de biopsias de 
mucosa de pacientes con EII activa en comparación con los de los controles68. 
Hanabata et al.69 mostraron que los pacientes con CU con baja sensibilidad a los 
esteroides presentan una baja expresión de VEGF-A o microvasos ampliados en 
comparación con los pacientes con una alta sensibilidad a los esteroides y los 
controles normales. Por lo tanto, la interrupción del proceso de curación o la 
perturbación de la microcirculación, puede estar involucrada en una baja sensibilidad 
al tratamiento con esteroides en pacientes con CU. 
También se han observado niveles elevados de VEGF-A en pacientes con 
aumento del flujo sanguíneo intramural70. El tejido adiposo, que segrega 
adipocitocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, fue analizado por Schaffler et 
al., que concluyó que este tejido representa una fuente importante de la secreción de 
VEGF-A en pacientes con EC71. El HGF y el VEGF-A de las células madre derivadas 
de tejido adiposo, pueden acelerar la regeneración de las regiones con lesiones 





(TNBS)72. Por último, Beddy et al. detectaron un aumento de la producción de VEGF-A 
en fibroblastos aislados de estenosis en pacientes con EC73. 
El VEGF-A también ha sido propuesto como un posible mediador de la 
inflamación y la permeabilidad de la mucosa en pacientes con colitis colágena. Estos 
pacientes tienen una mayor secreción de VEGF-A en la mucosa colorrectal, lo que 
puede conducir a la pérdida de albúmina y promover la fibrosis mediante la deposición 
de colágeno74. 
2.1.2 Factor de crecimiento del endotelio vascular –C (VEGF-C)  
El factor de crecimiento del endotelio vascular-C (vascular endotelial growth 
factor-C, VEGF-C) se produce en forma de dímero pre-péptido y sufre un proceso de 
proteólisis en la matriz extracelular para madurar a una forma con una elevada 
afinidad por su receptor (VEGFR-3). Éste receptor, se encuentra en la superficie de las 
células endoteliales linfáticas, e induce el proceso de linfangiogénesis. Existe otra 
forma de este péptido que se puede unir, aunque con menor afinidad, a VEGFR-2 
induciendo angiogénesis75. La expresión de VEGF-C se produce fundamentalmente en 
los tejidos adultos como el corazón, músculo, ovario e intestino delgado76. Además, se 
expresa en una gran variedad de tumores en la especie humana como el cáncer de 
mama, tumores de células escamosas, sarcomas, melanomas, carcinomas 
pulmonares, etc76, 77. 
Existen diversos estudios acerca de la implicación de este factor en el proceso 
linfangiogénico, densidad de vasos linfáticos y la metástasis regional. Aunque los 
resultados obtenidos por los diferentes grupos investigadores son controvertidos. En 
un trabajo in vivo en ratones xenotransplantados de tumores mamarios, se ha 
demostrado que VEGF-C se encuentra asociado a un incremento de la densidad de 
vasos linfáticos y linfangiogénesis intratumoral78. Además, estos resultados también 





Los estudios que intentan determinar la relación de VEGF-C con el crecimiento 
de vasos linfáticos asociados a tumores y la densidad de vasos linfáticos muestran 
también resultados variados: algunos autores han encontrado influencia del factor 
VEGF-C en este proceso43, 82-84, mientras que otros autores indican que no existe 
asociación entre VEGF-C y la densidad capilar linfática85 o que se encuentra más 
relacionado con el tamaño de los vasos linfáticos que con ésta86. 
2.1.3 Factor de crecimiento del endotelio vascular –D (VEGF-D)  
El factor de crecimiento del endotelio vascular-D (vascular endotelial growth 
factor-D, VEGF-D), es una proteína que tiene un dominio central por donde se une a 
su receptor y unos extremos terminales NH2- y COOH-, que se separan 
proteolíticamente para dar lugar a la forma madura de la proteína87. La forma madura 
del factor se une a VEGFR-2 y VEGFR-3 con mayor afinidad que la forma inmadura, 
por lo que el proceso de proteólisis es importante para la activación del factor87. El 
hecho de que se una a estos dos receptores, favorece la hipótesis de que VEGF-D 
pueda estar implicado en la promoción de la angiogénesis y de la linfangiogénesis88; 
sin embargo, primariamente se une al VEGFR-389, que se expresa fundamentalmente 
en el endotelio linfático90, y de forma secundaria se une al VEGFR-291, presente en el 
endotelio sanguíneo. 
El VEGF-D se expresa en un amplio rango de tejidos normales, siendo muy 
abundante en corazón, pulmón y músculo esquelético89, 92. Además de encontrarse en 
tejidos sanos, el VEGF-D también se expresa en tejidos neoplásicos, lo que sugiere 
que VEGF-D tiene una función tanto en situaciones fisiológicas como patológicas93. En 
situaciones fisiológicas, esta citocina podría tener un papel en la remodelación linfática 
y vascular en procesos como el ciclo menstrual, y en situaciones patológicas podría 





Por otro lado, se ha descrito que la elevada expresión de VEGF-D promueve los 
procesos de angiogénesis, linfangiogénesis, tanto en estudios in vitro89, como in vivo 
en modelos animales83, 95. Poco se sabe acerca de la regulación de la expresión de 
VEGF-D por parte de factores como la hipoxia, factores de crecimiento, citocinas y 
hormonas. 
2.1.4 Factor de crecimiento placentario (PlGF) 
El Factor de crecimiento placentario (Placental growth factor, PlGF) es un 
miembro de la familia del VEGF-A y, se sabe que es prescindible para el desarrollo 
normal del individuo, sin embargo, presenta diversas funciones en los mecanismos de 
inflamación tisular durante la isquemia96. 
El gen del PlGF humano se sitúa en el cromosoma 14q24, y se han descrito 
cuatro isoformas; PlGF-1–497-100). A diferencia del VEGF-A, que se une tanto al 
receptor VEGFR-1 como al VEGFR-2, el PlGF se une únicamente al primero101. PlGF-1 
y -3 son isoformas difusas, mientras que PlGF-2 y -4 tienen dominios de unión a 
heparina100. El PlGF-2 puede unirse también a las neuropilinas NRP-1 y -2102, 103. 
El PlGF dirige su acción sobre diferentes tipos celulares y regula varias 
respuestas biológicas. Una de las primeras funciones de PlGF que se detectaron, 
fueron sus efectos sobre el crecimiento y maduración de los vasos sanguíneos104-106. 
Esta actividad proangiogénica de PlGF se sustenta en un efecto directo sobre las 
células endoteliales y murales, aumentando su proliferación, migración y 
supervivencia, así como indirectamente sobre las células no vasculares con actividad 
proangiogénica104, 106-109, aunque algunos de estos efectos continúan siendo tema de 
debate. 
Esta citocina estimula la proliferación de los fibroblastos mesenquimales y regula 





durante el crecimiento de los vasos en el colon105, 110. Además, el PlGF recluta 
progenitores mieloides en los lugares de proliferación, crecimiento y, en general, en los 
vasos del colon111-115. El PlGF también activa y atrae macrófagos, capaces a su vez, de 
liberar factores angiogénicos y linfangiogénicos116, e interfiere en la diferenciación y 
acumulación de las células dendríticas así como con en el reconocimiento de 
antígenos117, 118. 
Inicialmente se postuló que el PlGF estimula el crecimiento de las células 
endoteliales de manera indirecta desplazando al VEGF-A del receptor VEGFR-1, 
liberando así VEGF-A suficiente para la activación de VEGFR-2119. Sin embargo, la 
evidencia acumulada sugiere otros mecanismos adicionales. Por ejemplo, el PlGF 
regula al alza la expresión de otros factores angiogénicos como el VEGF-A, el factor 
de crecimiento fibroblástico básico (basic fibroblast growth factor, FGF2), el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (platelet derived growth factor β, PDGFB) y las 
metaloproteasas de la matriz, junto con otras moléculas120, 121. Además, la activación de 
VEGFR-1 por PlGF induce la aparición de un receptor intermolecular cruzado VEGFR-
1: VEGFR-2 que amplifica la señal VEGF-A/VEGFR-2, lo que sugiere que las células 
endoteliales son capaces de aumentar su propia respuesta a VEGF-A liberando 
PlGF122. Vía activación de VEGFR-1, el PlGF induce diferentes rutas de señalización a 
las inducidas por VEGF-A como es el caso de los macrófagos, que expresan 
predominantemente VEGFR-1123, 124, pero también de las células endoteliales122, 125, que 
regulan al alza al VEGFR-1 en condiciones patológicas126-129. El PlGF induce la 
fosforilación de residuos de tirosina de VEGFR-1 distintos a los de VEGF-A122, lo que 
refuerza la idea de que el PlGF induce señales angiogénicas diferentes de las de 
VEGF-A a través de VEGFR-1. 
Otros estudios han presentado hallazgos diferentes sobre la actividad biológica 
del PlGF. Por ejemplo, se ha descrito que este factor no es efectivo en la estimulación 





señal débil de la actividad tirosin-kinasa del VEGFR-1119. Sin embargo, las células 
endoteliales producen abundantes cantidades de PlGF en cultivo, saturando al 
VEGFR-1 dejándolo sin respuesta al PlGF exógeno. Esta hipótesis se apoya también 
en los resultados de estudios con ratones knockout a PlGF, donde éstos son capaces 
de responder al PlGF exógeno, pero la pérdida de PlGF reduce la respuesta de las 
células endoteliales106, 109. 
Se ha documentado también que el PlGF inhibe la angiogénesis tumoral cuando 
se expresa a niveles suprafisiológicos en células tumorales que coexpresan VEGF-A. 
En dichas condiciones, se forman heterodímeros VEGF-A: PlGF a expensas de los 
homodímeros más proangiogénicos VEGF-A: VEGF-A, lo que explicaría la reducida 
actividad angiogénica de esas células tumorales130-132. Sin embargo, otros estudios 
indican un efecto proangiogénico de estos heterodímeros, tanto in vitro como in vivo122, 
133-135. Los ratones deficientes en PlGF, exhiben un desarrollo y viabilidad normales106. 
Sin embargo en un modelo de colitis inducida, la deficiencia de PlGF impidió la 
angiogénesis mucosa, agravó la hipoxia epitelial y empeoró el resultado de la 
enfermedad. Posteriormente, al implantar el gen de PlGF la curación del colon dañado 
mejoró de manera notable136. 
2.2 RECEPTORES DE FACTORES DE CRECIMIENTO  
2.2.1 Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular -1 (VEGFR-1) 
El receptor 1 del factor de crecimiento del endotelio vascular (vascular endotelial 
growth factor receptor-1, VEGFR-1 o Flt-1) se expresa, casi exclusivamente, de forma 
fisiológica en las células endoteliales, aunque también se ha descrito su expresión en 
monocitos y células musculares lisas137. El VEGFR-1, se ha identificado como un 
indicador pronóstico independiente y podría considerarse como un instrumento para 





2.2.2 Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular -2 (VEGFR-2)  
El receptor de los factores de crecimiento del endotelio vascular-2, (vascular 
endotelial growth factor receptor-2, VEGFR-2 o KDR/Flk-1), generalmente se conoce 
como el que se encuentra más ligado a la respuesta inducida por VEGF-A. Este 
receptor es el principal iniciador y regulador de la angiogénesis139, 140, mientras que 
VEGFR-1 podría ser un inhibidor de la misma140. Se ha observado (mediante 
inmunohistoquímica y ELISA) que el VEGFR-2 se expresa abundantemente en las 
células endoteliales y en las células tumorales138, 141-144. Además, la vía de señalización 
de VEGFR-2 se ha encontrado incrementada tanto en muestras de pacientes con EII y 
como en ratones con colitis inducida por DSS55; sin embargo, Pousa et al. no 
encontraron diferencias en VEGFR-2 niveles en suero entre pacientes con EII y 
controles sanos59, 63. 
2.2.3 Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular -3 (VEGFR-3)  
El receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular-3 (vascular endotelial 
growth factor receptor-3, VEGFR-3 o Flt-4), fue el primer marcador linfático 
identificado90. Se trata de un receptor tirosina-kinasa de tipo fms, similar en estructura 
a los otros dos receptores, pero que no se une a VEGF-A32, 145, 146, ni a PLGF147, ni a 
VEGF-B148. Este receptor se activa específicamente al unirse con VEGF-C y VEGF-D y 
se ha asociado con el desarrollo y mantenimiento de los vasos linfáticos76, 89. Más 
recientemente se ha descrito que estos factores promueven la linfangiogénesis 
tumoral y la metástasis linfática, las cuales son inhibidas por el bloqueo de la vía de 
señalización de VEGFR-3149. 
VEGFR-3 se expresa inicialmente en todos los endotelios durante el desarrollo 
embriogénico, tanto en la vasculatura sanguínea como en la linfática, pero en los 
tejidos adultos normales está restringido a las células endoteliales linfáticas, siendo 





embargo, a pesar de que el VEGFR-3 se expresa predominantemente en el endotelio 
linfático de tejidos adultos, más recientemente, se ha demostrado que también puede 
ser expresado en vasos sanguíneos tumorales durante la angiogénesis y, por tanto, no 
puede considerarse completamente específico de vasos linfáticos151-153. Incluso se ha 
descrito que VEGFR-3 estimula tanto la linfangiogénesis como la angiogénesis88, 154. La 
expresión de VEGFR-3 se ha detectado en algunos capilares sanguíneos asociados 
con la neovascularización tumoral o con tejido granular151, 155. 
Los mecanismos moleculares de inflamación inducida por linfangiogénesis 
siguen siendo en gran parte desconocidos. Ran et al.156 sugirieron que la inducción de 
la vía de NF-κB por estímulos inflamatorios activa al gen Prox1. Este factor de 
transcripción se considera el marcador de linaje más específico del endotelio linfático. 
Tanto NF-κB como Prox1 activan el promotor de VEGFR-3, lo que lleva a un aumento 
de la expresión del receptor en las células endoteliales linfáticas en algunos tipos de 
cáncer, como el de mama157. Esto a su vez, mejora la capacidad de respuesta de 
endotelio preexistente linfático a los factores de unión a VEGFR-3, VEGF-C y VEGF-
D, lo que en última instancia, resulta en una linfangiogénesis robusta158. La 
linfangiogénesis y el aumento de la expresión de VEGF-C se han observado en el 
cáncer de mama, de tiroides y gástrico159, 160. 
Lohela et al. demostraron que los vasos sanguíneos pueden presentar también 
una angiogénesis inducida por VEGF-C, incluso después de regulación a la baja de 
VEGFR-3 en embriones de ratón; sin embargo, la expresión transitoria de VEGF-C en 
adultos puede inducir hiperplasia linfática de larga duración sin efectos secundarios 
evidentes en la vasculatura sanguínea161. Además, el VEGF-C es un mediador crítico, 
no sólo para la linfangiogénesis, sino también para la estabilización capilar durante la 





Se ha demostrado que la enzima óxido nítrico sintasa media la linfangiogénesis 
inducida por VEGF-C en algunos tumores humanos y, en consecuencia, juega un 
papel crítico en la metástasis linfática. La estimulación de VEGFR-2 y VEGFR-3 activa 
la óxido nítrico sintasa en las células endoteliales linfáticas, lo que induce su 
proliferación y/o supervivencia en cultivos de manera dosis dependiente163. 
• Función del VEGFR-3 en la EII 
El papel de VEGFR-3 en la aparición de la EII no ha sido analizado en 
profundidad, aunque se han realizado varios estudios sobre su existencia en el tejido 
del colon. White et al.93 evaluaron la expresión de VEGF-D y VEGFR-3 en relación con 
la densidad de microvasos en los carcinomas y adenomas colorrectales y en el tejido 
normal adyacente mediante inmunohistoquímica. VEGF-D se detectó en el epitelio 
maligno y benigno y en diversas áreas de músculo liso colorrectal. Se ha demostrado 
que la expresión de VEGFR-3 es un indicador pronóstico independiente en carcinomas 
colorrectales93. La inhibición de la linfangiogénesis y el drenaje linfático a través de 
VEGFR-3 incrementó la gravedad de la inflamación en un modelo de ratón de artritis 
inflamatoria crónica, una enfermedad autoinmune similar a la EII164. 
2.3 ANGIOPOYETINAS 
Las angiopoyetinas Ang-1, Ang-2 y sus ortólogos entre especies tales como Ang-
3 (ratón) / Ang-4 (humana) son ligandos naturales del receptor tirosin-quinasa Tie-2, 
que se expresa principalmente en las células endoteliales circulantes y en células 
hematopoyéticas tempranas. El otro receptor tirosin-quinasa Tie-1, es un receptor 
huérfano que también puede actuar como un receptor de angiopoyetinas, 
posiblemente formando un complejo con Tie-2, pero poco se sabe acerca de su 
función en la angiogénesis165-172. Las angiopoyetinas no pertenecen a la familia de 
VEGF, pero también son mediadores clave en la angiogénesis. Las cascadas de 





angiogénesis, incluyendo la estabilización y la remodelación vascular, así como en el 
reclutamiento de los pericitos y células vasculares del músculo liso (figura 3)173. La 
Ang-1 actúa como un regulador de la maduración de los vasos sanguíneos y tiene 
propiedades anti-inflamatorias. La estimulación de células endoteliales linfáticas con 
Ang-1, promueve la regulación del receptor VEGFR-3, lo que sugiere que también se 
encuentra implicado indirectamente en la vía VEGF-C/VEGFR-3. La Ang-2, en cambio, 
es particularmente responsable de la iniciación de la angiogénesis y es necesaria para 
la formación normal de la vasculatura linfática168, 171, 174-178. 
Figura 3. Representación esquemática de la posible vía de señalización de Ang/Tie-2 entre las células 
endoteliales, musculares lisas y pericitos. 
 
Los multímeros Ang-1 se unen a Tie-2 en las células endoteliales, induciendo la fosforilación del receptor y 
comportándose como una citocina anti-inflamatoria. El Tie-2 fosforilado también regula a la baja la expresión 
de VEGFR-2. Cuando Ang-1 se une a Tie-2 sin fosforilación, el VEGFR-3 es regulado hasta inducir la 
linfangiogénesis. Por contra, la Ang-2 funciona normalmente como un antagonista de Ang-1 y media el 
aumento en la permeabilidad vascular, y prepara la vasculatura preexistente para la angiogénesis, pero 
también podría actuar como un agonista parcial de Tie-2 bajo ciertas condiciones: sin inducir la fosforilación, 
Ang-2 interrumpe la señalización Ang-1/Tie-2. En ausencia de Ang-1, la Ang-2 muestra una actividad agonista 
de una manera dependiente de la dosis, y esta Ang-2 endógena mantiene la activación de Tie-2. Tanto Ang-1 
como Ang-2 se pueden unir a la integrina α5β1 integrina de manera parecida que al Tie-2. Ang-3 y Ang-4 se 









La primera angiopoyetina que se descubrió fue Ang-1, que es secretada por los 
pericitos, el mesénquima y las células vasculares del músculo liso de la vasculatura en 
desarrollo, y se cree que estabiliza los vasos sanguíneos recién formados168, 179. 
La Ang-1 promueve la estabilidad celular de las células endoteliales mediante la 
inducción de la fosforilación de Tie-2 (p-Tie-2) y la supresión de la migración 
endotelial, lo que mejora su supervivencia168, 180-186. Esto conduce a la inducción y 
mantenimiento de un fenotipo "de reposo" en los capilares. La Ang-1 también protege 
contra la inflamación de las vías respiratorias y la hiperreactividad en el asma187, 188, 
reduce la producción de trombina inducida por interleucina-8, la adherencia de 
neutrófilos189 y, en general, disminuye la regulación de moléculas de adhesión 
inflamatorias inducidas por VEGF-A189. También impide la hiperpermeabilidad 
endotelial, manteniendo así la integridad de los vasos, e inhibe las interacciones 
leucocito-endotelio170, 174. Se cree que la Ang-1 y el VEGF-A tienen un efecto 
complementario en el crecimiento de los vasos sanguíneos que podría deberse a que 
de alguna manera ambos ligandos son capaces de activar el receptor Tie-2. 
La liberación de la proteína Ang-1, a partir de neutrófilos, difiere de la secreción 
de VEGF-A, debido a que Ang-1 es citosólica y su liberación no es dependiente de 
calcio, ni del factor de necrosis tumoral (TNF)-α ni de ninguna otra citocina activadora 
de neutrófilos190. La Ang-1 se expresa en la próstata, músculo esquelético, intestino 
delgado, corazón, y en áreas del cerebro169. La interrupción focalizada de Tie-2 o Ang-
1 resulta en una letalidad embrionaria, que se produce en una etapa ligeramente 
posterior a la observada en los animales knockout a VEGF-A191. Sin embargo, en la 
vasculatura postnatal, La Ang-1 parece desempeñar un papel predominante en el 
mantenimiento de la homeostasis endotelial y en la prevención de la inflamación 





Se ha demostrado también, que Ang-1 y Ang-2 interaccionan con otros 
receptores, incluyendo las integrinas193. Se ha observado que la variante monomérica 
truncada deltaAng-1 se une a la integrina α5β1 con una afinidad similar en 
comparación a la del Tie-2. Esto sugiere que las angiopoyetinas podrían estar 
involucradas en la mediación de la adhesión celular o en la migración a través de las 
integrinas independientes del receptor Tie-2194. Además, en las muestras de colon de 
pacientes con EC y CU, las células mononucleares B CD19+ de la lámina propia 
intestinal expresan más integrina α5 que los especímenes normales195. 
2.3.2 Angiopoyetina-2 
Otro factor importante implicado en la angiogénesis, y descubierto por homología 
de secuencia con Ang-1, es la Ang-2169. El papel funcional de Ang-2 es el de actuar 
como un antagonista competitivo de Ang-1 en células endoteliales y vasculares del 
músculo liso. Regula a la baja la señalización de Tie-2, liberando así el endotelio 
vascular de la fuerte influencia inhibidora de Ang-1196. 
La Ang-2 facilita la activación de las células endoteliales en respuesta a VEGF-A 
y a otros factores de crecimiento clásicos, y a una condición fisiopatológica dada, 
como la hipoxia197. Promueve la angiogénesis permitiendo que las células endoteliales 
sean más sensibles a la proliferación celular mediada por VEGF-A, la cual es 
necesaria para la reparación y regeneración de las éstas182, 183, 198. En ausencia de 
VEGF-A, la Ang-2 desestabiliza la interacción entre las células endoteliales y sus 
células de apoyo, causando la pérdida de plasma y promoviendo la regresión 
vascular169, 199-203. 
Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la actividad de la Ang-2 es 
más compleja de lo que se creía anteriormente. Cuando se une a Tie-2 sin inducir la 
fosforilación, la Ang-2 interrumpe la señalización Ang-1/Tie-2, actuando principalmente 





Tales efectos beneficiosos o perjudiciales sobre la inflamación no sólo dependen de la 
fosforilación del receptor Tie-2, sino también de la duración de su unión al receptor 
particular182, 185, 196, 206, 207. 
La Ang-2 muestra una actividad agonista vinculante a Tie-2 en ausencia de Ang-
1; sin embargo, funciona como un antagonista dependiente de la dosis cuando la Ang-
1 está presente. Las células endoteliales producen Ang-2, pero no Ang-1, y esta Ang-2 
endógena mantiene su supervivencia, migración y formación tubular. Cuando estas 
células son estimuladas con Ang-1 y Ang-2, la Ang-2 inhibe de manera dosis-
dependiente su supervivencia inducida por Ang-1. Aunque la Ang-2 es un agonista 
más débil que Ang-1, de manera endógena mantiene un nivel de activación de Tie-2 
que es crítico para el espectro de funciones de las células endoteliales208, 209. Esta 
modulación de la actividad dependiente de la dosis de Ang-2, puede ser importante en 
la regulación de la formación de neovasos puesto que un ligando puede mediar tanto 
en la inhibición inicial de Tie-2 (actividad necesaria para una respuesta angiogénica 
temprana eficiente), como en la maduración posterior y estabilización de la 
neovasculatura171. 
La Ang-2 activa múltiples vías de señalización como la generación de oxígeno 
reactivo, y también juega un papel mediador en la sensibilización de las células 
endoteliales al TNF-α, pudiendo así exagerar las respuestas inflamatorias196, 210. En los 
tejidos humanos adultos, la expresión de Ang-2 se restringe en gran medida a sitios de 
remodelación vascular activa tales como ovarios, útero y la placenta, mientras que la 
Ang-1 se encuentra más extendida169. 
2.3.3 Papel de angiopoyetinas en la EII 
Koutroubakis et al. fueron los primeros en medir los niveles séricos circulantes 
de Ang-2 y Tie-2 en pacientes con EII211. Ambos factores angiogénicos se encontraron 





Ang-2 también se correlacionó con la actividad de la enfermedad. En los pacientes con 
EII activa, se encontraron niveles significativamente más altos de Ang-2 en 
comparación con los pacientes con enfermedad inactiva. Tanto los niveles séricos 
medios de Ang-2 como de Tie-2 fueron significativamente mayores y menores, 
respectivamente, en los pacientes con enfermedad temprana (diagnóstico <2 años) en 
comparación con los pacientes con EII con diagnóstico tardío de la enfermedad211. Un 
segundo estudio, donde los niveles de Ang-1 también se evaluaron, en contraste con 
los de Ang-2 y Tie-2, fueron menores en los pacientes con EC en comparación con los 
controles sanos. Este desequilibrio entre Ang-1 y Ang-2 puede reflejar un proceso 
anormal de maduración y estabilización de la red vascular durante el curso de la EII. 
También se encontraron varias correlaciones entre las angiopoyetinas y los reactivos 
de fase aguda59. 
En un trabajo posterior, también se sugirió que, además de la posible función de 
los niveles de angiopoyetinas como marcadores circulantes de la enfermedad, la vía 
Ang/Tie puede desempeñar un papel en la progresión local de la CU212. Mediante el 
estudio de muestras de tejido de la mucosa cólica, los autores encontraron que el 
epitelio de los abscesos crípticos fue fuertemente positivo para Ang-1 y Ang-2 en 
muestras procedentes de pacientes con CU activa, aunque el epitelio colorrectal sin 
abscesos crípticos mostró mínima expresión de Ang-1, Ang-2, y Tie-2. Las muestras 
de los pacientes con CU en remisión mostraron significativamente menos 
inmunoreactividad para Ang-1, Ang-2, o Tie-2. Por lo tanto, confirmaron que la 
respuesta angiogénica es inducida por Ang-2, en presencia de VEGF-A, bloqueando el 
efecto de estabilización de vasos de Ang-1212. 
Estos resultados concuerdan con los de un gran estudio realizado en pacientes 
con EII en el que los pacientes con EC restringida al colon tuvieron niveles en suero 
significativamente más bajos en comparación con otros fenotipos, probablemente 





endoteliales Ang-2213. Además, los autores encontraron mayores niveles de Ang-1 en 
suero de pacientes con CU que eran fumadores en comparación con los no 
fumadores. Este aumento de Ang-1 en pacientes fumadores con CU, pero no en los de 
EC, puede estar relacionado con el efecto de la nicotina sobre la angiogénesis, que se 
sabe que regula al alza al VEGF-A214, 215. Esto probablemente sugiere una colaboración 
entre el VEGF-A y el sistema de angiopoyetinas en la CU, cosa que puede no ocurrir 
en la EC59. Por otra parte, se estableció que los niveles de Ang-1 y Ang-2 se 
encuentran relacionados con la duración o la actividad de la enfermedad. Datos que 
contrastan con los datos anteriores encontrados en suero para la Ang-2213, 216. 
Recientemente, Pousa et al. evaluaron los niveles séricos de angiopoyetina en 
pacientes con CU que se sometieron a tratamiento con corticoides orales. Al inicio del 
estudio, los niveles de Ang-1 fueron inferiores a los de los individuos sanos, mientras 
que los de Ang-2, junto con los de VEGF-A, fueron más altos que en los controles. En 
el mismo trabajo, se encontró una correlación entre los niveles de angiopoyetinas y la 
actividad clínica en los pacientes con CU217. Después del tratamiento, los pacientes 
que alcanzaron la remisión completa, mostraron unos niveles séricos de Ang-1 y Ang-
2, pero no de Tie-2 más elevados, en comparación con aquellos que no lograron 
remisión. Además, después de completar el tratamiento, las concentraciones de Ang-1 
y Ang-2 casi volvieron a sus niveles basales217. Por lo tanto, los corticosteroides 
parecen alterar temporalmente los niveles de VEGF y angiopoyetinas circulantes en la 
EII. 
2.3.4 Otros factores de crecimiento linfangiogénico en la EII 
Varias familias de factores de crecimiento pueden desempeñar un papel 
importante en la EII, incluyendo el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), 
factor de crecimiento de fibroblastos (b-FGF), factor de crecimiento de hepatocitos 





familias podrían determinar la susceptibilidad de la lesión mucosa en la EII y/o facilitar 
la reparación de tejidos. Sin embargo, pocos estudios comparativos han evaluado el 
























III. HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS 




Hasta la fecha, existen pocos estudios que hayan investigado la distribución y 
densidad de los vasos linfáticos y sanguíneos en relación con la EII. Se sabe que el 
incremento de la densidad de la microvasculatura es una característica constante en 
esta enfermedad, y que aparece incluso en las zonas donde no existe inflamación. Al 
comparar entre EC y CU, algunos autores han observado que el número medio de 
vasos linfáticos en la EC es considerablemente más alto que en la CU y otros 
procesos inflamatorios18, mientras que otros investigadores evidencian resultados 
opuestos o no encuentran diferencias significativas219-221. 
Una caracterización completa de los procesos angiogénico y linfangiogénico 
contribuirá a dilucidar la patogénesis de la EII y generará líneas de investigación futura 
en este campo. 
1. HIPÓTESIS PRINCIPAL 
La localización y el marcaje de la expresión de los factores angiogénicos y 
linfangiogénicos y de sus receptores en la mucosa intestinal se correlacionan con la 
actividad de la EII, y podría considerarse como un instrumento para evaluar el grado 
de desarrollo microvacular y posibles estrategias terapéuticas. 
2. OBJETIVOS 
1. Determinar la expresión y localización de los principales factores angiogénicos y 
linfangiogénicos (VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, PlGF, Ang-1, Ang-2) y de sus 
receptores (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 y Tie-2) en muestras de tejido cólico 
de pacientes con EII activa e inactiva (quiescente) y en un grupo de pacientes sin 
EII. 
  1.1. Determinar si existen diferencias entre pacientes con y sin EII. 




  1.2. Estudiar si existen diferencias entre pacientes con EC y CU. 
  1.3. Evaluar las variaciones entre pacientes con EC o CU activa y en 
remisión, y entre tejido afecto y no afecto. 
2. Correlacionar la expresión de los factores angiogénicos y linfangiogénicos 



























IV. PACIENTES Y MÉTODOS 




1. CRITERIOS DE INCLUSIÓN 
1.1 PACIENTES Y CONTROLES 
Estudio prospectivo en el que se incluyeron pacientes que se sometieron a una 
colonoscopia por criterios médicos en los hospitales de La Princesa y de Fuenlabrada. 
Se consideraron controles los pacientes sin EII que, a criterio médico, debieron 
someterse a este procedimiento para despistaje de diversas enfermedades. En los 
casos de diarrea con colonoscopia normal en los que debiera descartarse una colitis 
microscópica, se aprovechó la toma de muestra para el estudio anatomopatológico. 
Los controles fueron pareados por edad y sexo con los pacientes con EII, y la inclusión 
de pacientes se realizó de forma consecutiva, descartándose aquellos que finalmente 
tuvieron una colitis microscópica. 
El diagnóstico de la EII se llevó a cabo mediante hallazgos clínicos, radiológicos, 
endoscópicos e histológicos1. La localización de la EII se estableció conforme a la 
clasificación de Montreal222. Todos los pacientes firmaron un formulario de 
consentimiento informado antes de la inclusión. El estudio fue aprobado por el Comité 
Ético de Investigación Clínica de los centros participantes conforme con los criterios 
establecidos en la Declaración de Helsinki. 
La EII se clasificó en activa e inactiva por criterios endoscópicos, como se define 
más adelante en el texto. 
1.2 OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 
La obtención de las biopsias de la mucosa intestinal de los pacientes incluidos 
en alguno de los grupos muestrales fue distinta en función del tipo y la localización de 
la EII y se realizó como se detalla a continuación: 




1. Pacientes con CU activa: se tomaron muestras de zona afectada y muestras 
de zona no afectada si la localización de la enfermedad así lo permitió. Si no fue así, 
se tomó muestra solamente de la zona afectada. 
2. Pacientes con CU quiescentes o EC cólica inactiva o pacientes sanos: se 
tomaron 1-2 muestras del colon proximal pasada la unión rectosigmoidea (sobre 25 
cm). 
3. Pacientes con EC cólica activa sometidos a rectoscopia/colonoscopia: debido 
a la distribución discontinua de la enfermedad, se tomaron 1-2 muestras de zona con 
inflamación. La toma de muestras se realizó de la misma forma que para la CU activa 
en el caso de haber encontrado alguna zona sana. 
1.3 PROCESADO DE MUESTRAS PARA HISTOPATOLOGÍA 
Todas las muestras obtenidas de las biopsias de los pacientes incluidos en el 
estudio se han analizado en el Servicio de Anatomía Patológica de los centros 
participantes. Las muestras fueron procesadas siguiendo la metodología rutinaria del 
laboratorio de diagnóstico anatomopatológico. Dichas muestras permanecieron en 
formol tamponado comercial al 10% durante un mínimo de 24 horas a temperatura 
ambiente para su fijación. Cada pieza se colocó en un casete y se incluyó en parafina 
sintética mediante el uso de un procesador automático de tejidos. En ese proceso, los 
casetes se pasan automáticamente por una serie de alcoholes y bencenos para la 
eliminación del formol, deshidratación y la posterior inclusión en parafina sintética a 
56-57ºC. A continuación, se realizaron los bloques de tejidos en parafina utilizando 
una unidad formadora.  
A partir de los bloques se obtuvieron secciones de tejido en parafina de 4 μm de 
grosor mediante un microtomo de rotación. Para su tinción con hematoxilina y eosina 
(H-E) y otras técnicas histoquímicas e inmunohistoquímicas posteriores, las secciones 




se desparafinaron en xilol y siguieron un proceso de hidratación pasando por una serie 
de alcoholes de gradación decreciente hasta el agua. La deshidratación tras la tinción 
se realizó de forma inversa, pasando por una serie de alcoholes de grado creciente y 
xilol. Las preparaciones se montaron con un medio 03989 Fluka Eukitt® y 
cubreobjetos. Por último, se realizó un estudio histopatológico valorando todas las 
muestras de cada sujeto. 
2. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA EII 
2.1 ACTIVIDAD ENDOSCÓPICA DE LA EII 
La actividad endoscópica de los pacientes con EC y CU (tabla 1) se evaluó y 
clasificó por los gastroenterólogos experimentados que realizaron los colonoscopias y 
calificaron los resultados de acuerdo con el índice simple endoscópico simple para EC 
(Simple Endoscopic Score index en inglés) (SES-CD)223 y el subíndice endoscópico de 
Mayo (endoscopic Mayo subscore) para la CU224. En pacientes con EC, la actividad se 
valoró tanto en el colon como en el íleon terminal. 
Tabla 1. Actividad endoscópica de la EII 
 Inactiva Leve Moderada Grave 
Índice SES-CD 0-2 3-6 7-15 ≥16 
Índice Mayo 
endoscópico 0 1 2 3 
Una puntuación de SES-CD entre 0 y 2 sugiere enfermedad inactiva en el colon 
y el íleon terminal, 3-6 medianamente activa, 7-15 moderadamente activa, y ≥16 
gravemente activa. En cuanto a la actividad de la CU, una subpuntuación endoscópica 
de Mayo de 0 se considera enfermedad inactiva, 1 como actividad leve, 2 como 
actividad moderada y 3 actividad grave (Tabla 2). 
 




Tabla 2. Subíndice endoscópico de Mayo para CU 
 
Aspecto de 































Tabla 3. Índice de SES-CD para la enfermedad de Crohn 
 




izquierdo Recto Ano 
Presencia y 
tamaño de úlceras 
(0-3) 
      
Extensión de la 
superficie ulcerada 
( 0-3) 
      
Extensión de la 
superficie afectada 
( 0-3) 
      
Presencia y tipo de 
estenosis       
Puntuación total SES-CD  
Interpretación de la puntuación total del SES-CD: 
Curación de la mucosa 0-2 puntos 
Afectación leve 3-6 puntos 
Afectación moderada 7-15 puntos 
Afectación grave ≥16 puntos 
 
Tabla 4. Clasificación Índice SES-CD 
 
 0 1 2 3 
Tamaño de las 
úlceras No 
Aftas (diámetro 






(diámetro > 2 
cm) 
Superficie 




afectación <50% 50-75% >75% 
Estenosis No Simple, permite el paso 
Múltiples, 
permite el paso 









2.2 ACTIVIDAD HISTOLÓGICA DE LA EII 
Todas las muestras fueron sometidas a un examen histológico por un patólogo 
experimentado. La actividad histológica se realizó mediante el examen patológico de 
las mismas. 
En los pacientes con EC, la actividad histológica se clasificó de acuerdo con una 
escala de alteraciones de la mucosa desarrollado por D'Haens et al (tabla 5)225. 
Tabla 5. Clasificación Índice D’Haens para la actividad histológica de la EC 
 
 0 1 2 3 
Daño epitelial Normal Patología focal Patología extensa - 






Infiltración de la 









en el epitelio 
En epitelio 
superficial Criptitis 
Absceso en la 
cripta 
Destrucción 
de la cripta 
Presencia de erosión 
y / o úlcera y 
presencia de 
granuloma 
No Sí - - 
Número de biopsias 
afectas Ninguna <33% 33-66% >66% 
 
Curación de la mucosa 0 puntos 
Afectación leve 1-6 puntos 
Afectación moderada 7-11 puntos 
Afectación grave ≥12 puntos 
Los hallazgos histológicos en pacientes con CU se evaluaron utilizando el Índice de 
Riley (tabla 6)226. 
 




Tabla 6. Clasificación Índice Riley para la actividad histológica de la CU 
 
 0 1 2 3 
Integridad del epitelio 
superficial Normal Patología focal Patología extensa 
- 
Irregularidades en la 
arquitectura de las 
criptas 




celular agudo (células 
polimorfonucleares en 
la lámina propia) 
Normal Aumento leve Aumento moderado 
Aumento 
grave 




Absceso en la 
cripta 
Destrucción 
de la cripta 
Disminución de 
mucina Ninguna Parcial Total - 
Infiltrado celular 
inflamatorio crónico 
(células redondas en 
la lámina propia) 
Normal Aumento leve Aumento moderado 
Aumento 
grave 
Curación de la mucosa 0 puntos 
Afectación leve 1-6 puntos 
Afectación moderada 7-11 puntos 
Afectación grave ≥12 puntos 
 
4. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO 
Los anticuerpos empleados en este estudio fueron evaluados mediante la 
técnica inmunohistoquímica de estreptavidina-biotina-peroxidasa. Los anticuerpos 
utilizados, la casa comercial y el tipo de anticuerpo (monoclonal o policlonal) se 
resumen en la Tabla 7. 
Tabla 7. Anticuerpos empleados 
 
ANTICUERPO CASA COMERCIAL TIPO 
CD34 QBEnd-10 Dako® Monoclonal 
D2-40 Clone D2-40 Dako®, Monoclonal 
VEGF-A Clon:1F07-2C01 Biolegend® Monoclonal 
VEGF-C BV-5633-100 Biovision® Monoclonal 
VEGF-D BV-3565-100 Biovision® Monoclonal 
VEGFR-1 MAB1664 Merck KGaA© Monoclonal 
VEGFR-2 MAB1667 Merck KGaA© Monoclonal 
VEGFR-3 MAB3757 Merck KGaA© Monoclonal 
PlGF 102-PA01S, RELIATech GmbH Monoclonal 
Ang-1 AF923 RYD Systems Europe Ltd Policlonal 
Ang-2 AF623 RYD Systems Europe Ltd Policlonal 
Tie-2 AF313 RYD Systems Europe Ltd Policlonal 
 




5. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE MARCADORES DE 
CÉLULAS ENDOTELIALES  
En este apartado de la investigación se ha realizado el estudio 
inmunohistoquímico de diferentes marcadores vasculares para detectar células 
endoteliales maduras (D2-40) y de precursores de células endoteliales (CD34), 
presentes en las muestras de los tejidos cólicos de pacientes con EII, (CU, EC y 
controles). Para ello, se emplearon los anticuerpos y las técnicas inmunohistoquímicas 
detallados a continuación. 
5.1 DETECCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE CD34 
Se empleó el anticuerpo monoclonal anti-human CD34 Class II clon: QBEnd-
10, Nº: M 7165 (Dako®, Glostrup, Denmark). El CD34 es una proteína que se expresa 
en las células madre/progenitoras hematopoyéticas inmaduras, en las células 
endoteliales de los capilares sanguíneos, en los fibroblastos embrionarios y en las 
células gliales atípicas del tejido nervioso227, 228. 
1. Desparafinar e hidratar: se desparafinó en xilol (10´) y se hidrató mediante 
pases (de 5´) por una serie de alcoholes de graduación decreciente (100º, 96º, 
70º). Se lavaron las preparaciones en agua destilada (5´). 
2. Desenmascaramiento antigénico: se sometieron las preparaciones a un 
calentamiento en olla a presión en 1 l de Tris-EDTA pH 9 (DAKO) durante 2´ 
3. Lavado I: las preparaciones se lavaron una vez 5´ en agua destilada. 
4. Inhibición de la peroxidasa endógena: las preparaciones se sumergieron en 
una solución de H2O2 3% en metanol durante 10´.  
5. Lavado II: se realizaron dos lavados de 5´ cada uno en PBS. 




6. Incubación con anticuerpo primario: se añadió el anticuerpo primario y se 
incubó durante 60´ en una cámara húmeda. Se empleó el anticuerpo 
monoclonal de ratón anti-CD34 Class II (clon: QBEnd-10, Nº: M 7165, Dako®, 
Glostrup, Denmark), a una dilución 1/100.  
7. Lavado III: se realizaron igual que el lavado II.  
8. Incubación con anticuerpo secundario: se añadió el kit Dako REAL™ 
EnVision™ Detection System, Product No. K400711 (frasco A) sobre cada 
preparación y se incubaron durante 30´ a temperatura de ambiente. 
9. Lavado IV: se realizó igual que el lavado II.  
10. Revelado: a las preparaciones se les añadió una solución cromógena de 
Substrate Working Solution, que contenía DAB (CHROM), que se preparó 
mezclando 20 μL de Dako REAL™ DAB+ Chromogen (frasco C) y 1 ml de 
Dako REAL™ Substrate Buffer (frasco B). 
11. Lavado V: se lavaron las preparaciones con agua corriente durante 5´.  
12. Contraste con hematoxilina: las preparaciones se contrastaron 
sumergiéndolas en hematoxilina de Harris durante 1 minuto. 
13. Lavado VI: se lavaron las preparaciones en agua corriente durante 5´.  
14. Deshidratación y montaje: se deshidrataron las muestras realizando pases 
rápidos (20 de 30´´ cada uno) en una serie de alcoholes de graduación 
ascendente (70º, 96º, 100º) y se aclararon en xilol 5´. Por último se montaron 
con el medio 03989 Fluka Eukitt® y cubreobjetos. 




Como control positivo se incluyó una muestra de tejido perteneciente a una 
amígdala sana, que presentaba reactividad comprobada frente al anticuerpo primario 
empleado. 
5.2 DETECCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE LA MOLÉCULA D2-40  
El anticuerpo monoclonal D2-40 Monoclonal Mouse Anti-Human Podoplanin Clone D2-
40 
Nº de catálogo M3619 (Dako®, Glostrup, Denmark), es un marcador de células 
endoteliales linfáticas humanas. Este anticuerpo es muy sensible y específico 
en la detección de vasos linfáticos en muchos tejidos humanos229. 
1. Desparafinar e hidratar: se desparafinó en xilol (10´) y se hidrató mediante 
pases (de 5-10´) por una serie de alcoholes decrecientes (100º, 96º, 70º). Se 
lavaron las preparaciones en agua destilada (5´). 
2. Desenmascaramiento antigénico por calor: se sometieron las preparaciones 
a un tratamiento con calor en una olla a presión, con 1 l de tampón citrato 
(10mM, pH=6,0). Cuando se alcanzó la presión máxima, se bajó la temperatura 
del fuego y las preparaciones permanecieron durante 2 minutos en la olla antes 
de abrir. Se dejaron enfriar en el citrato durante 30´ a temperatura ambiente.  
3. Lavado I: las preparaciones se lavaron 5´ en agua destilada. 
4. Inhibición de la peroxidasa endógena: las preparaciones se sumergieron en 
una solución de H2O2 3% en metanol durante 15´. 
5. Lavado II: se realizaron dos lavados de 5´ cada uno en PBS.  




6. Incubación con anticuerpo primario: se añadió el anticuerpo primario y se 
incubó durante 60´ en una cámara húmeda. Se empleó el anticuerpo 
monoclonal de ratón D2-40 
Nº de catálogo M3619 (Dako®, Glostrup, Denmark) a una dilución 1/400.  
7. Lavado III: se realizó igual que el lavado II.  
8. Incubación con anticuerpo secundario: se añadió el kit Dako REAL™ 
EnVision™ Detection System, Product No. K400711 (frasco A) sobre cada 
preparación y se incubó durante 30´ a temperatura de ambiente. 
9. Lavado IV: se realizó igual que el lavado II.  
10. Revelado: a las preparaciones se les añade una solución cromógena de 
Substrate Working Solution, que contiene DAB (CHROM), que se preparó 
mezclando 20 μL de Dako REAL™ DAB+ Chromogen (frasco C) y 1 ml de 
Dako REAL™ Substrate Buffer (frasco B). 
11. Lavado V: se lavaron las preparaciones con agua corriente durante 5´.  
12. Contraste con hematoxilina: las preparaciones se contrastaron 
sumergiéndolas en hematoxilina de Harris durante 1 minuto. 
13. Lavado VI: se lavaron las preparaciones en agua corriente durante 5´. 
14. Deshidratación y montaje: se deshidrataron las muestras realizando pases 
rápidos (20 de 30´´ cada uno) en una serie de alcoholes de graduación 
ascendente (70º, 96º, 100º) y se aclararon en xilol 5´. Por último se montaron 
con el medio 03989 Fluka Eukitt® y cubreobjetos. 
Como control positivo se incluyó una muestra de tejido perteneciente a una 
amígdala sana, que presentaba reactividad comprobada frente al anticuerpo primario 




empleado, que presentaba abundantes vasos linfáticos a la observación de la H-E. 
Además, en cada una de las preparaciones se realizó un control interno mediante la 
observación de la tinción de células endoteliales linfáticas. 
6. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE LOS FACTORES 
ANGIOGÉNICOS Y LINFANGIOGÉNICOS 
6.1 DETECCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE ANG-1, ANG-2 Y TIE-2 
Se utilizaron los anticuerpos policlonales anti-cabra de RYD Systems Europe Ltd, 
Reino Unido; Ang-1 (Nº de catálogo AF923), Ang-2 (Nº de catálogo AF623) y Tie-2 (Nº 
de catálogo AF313).  
1. Desparafinado e hidratación: las muestras se desparafinaron en xilol (10´) y 
se hidrataron mediante pases (de 5-10´) por una serie de alcoholes 
decrecientes (100º, 96º, 70º). Posteriormente se lavaron en agua destilada (5´). 
2. Desenmascaramiento antigénico por calor: se sometieron las preparaciones 
a un tratamiento con calor en una olla a presión, con 1 l de tampón Tris-EDTA 
(10mM, pH=9,0). Cuando se alcanzó la presión máxima, se bajó la temperatura 
del fuego y las preparaciones permanecieron durante 2 minutos en la olla antes 
de abrir. Se dejaron enfriar en el citrato durante 30´ a temperatura ambiente. 
3. Lavado I: las preparaciones se lavaron 5´ en agua destilada.  
4. Inhibición de la peroxidasa endógena: las preparaciones se sumergieron en 
una solución de H2O2 (1,5 ml) en metanol (98,5 ml) durante 15´. 
5. Lavado II: se realizaron dos lavados de 5´ cada uno en PBS. 
6. Incubación con anticuerpo primario: se añadió el anticuerpo primario y se 
incubó durante 60´ a temperatura ambiente en una cámara húmeda. Se 




emplearon los anticuerpos policlonales anti-cabra con las siguientes diluciones: 
Ang-1 dilución 1/800, Ang-2 y Tie-2 dilución 1/400.  
7. Lavado III: se realizaron dos lavados de 5´ cada uno en PBS.  
8. Incubación con anticuerpo secundario: se añadió el anticuerpo secundario 
anti-cabra IgG conjugado con peroxidasa, Nº de Catálogo HAF019 (Dako®, 
Glostrup, Denmark), dilución 1/100 sobre cada preparación y se incubó durante 
30´ a temperatura de ambiente. 
9. Lavado IV: se realizó igual que el lavado III. 
10. Revelado: a las preparaciones se les añadió una solución cromógena de 
Substrate Working Solution, que contenía DAB (CHROM), que se preparó 
mezclando 20 μL de Dako REAL™ DAB+ Chromogen (frasco C) y 1 ml de 
Dako REAL™ Substrate Buffer (frasco B). 
11. Lavado V: se lavaron las preparaciones con agua corriente durante 5´.  
12. Contraste con hematoxilina: las preparaciones se contrastaron 
sumergiéndolas en hematoxilina de Harris durante 1 minuto. 
13. Lavado VI: se lavaron las preparaciones en agua corriente durante 5´.  
14. Deshidratación y montaje: se deshidrataron las muestras realizando pases 
rápidos (20 de 30´´ cada uno) en una serie de alcoholes de graduación 
ascendente (70º, 96º, 100º) y se aclararon en xilol 5´. Por último se montaron 
con el medio 03989 Fluka Eukitt® y cubreobjetos. 
Como control positivo se incluyó una muestra de tejido perteneciente a una 
amígdala sana, que presentaba reactividad comprobada frente al anticuerpo primario 




empleado. La densidad capilar positiva de Ang-1, Ang-2 y Tie-2 se determinó por 
recuento directo en cuatro campos con un aumento de 40X. 
6.2 DETECCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, PLGF, 
VEGFR-1, VEGFR-2 Y VEGFR-3 
Se realizó el estudio inmunohistoquímico de varios factores de crecimiento 
vascular pertenecientes a la familia de VEGF; VEGF-A (Anti-ratón, Nº de Catálogo 
512901, Clon:1F07-2C01, Biolegend®), VEGF-C (Anti-conejo, Nº de Catálogo BV-
5633-100, Biovision®), VEGF-D (Anti-conejo, Nº de Catálogo BV-3565-100, 
Biovision®), PlGF(Anti-conejo, Nº de Catálogo 102-PA01S, RELIATech GmbH), 
VEGFR-1 (Anti-ratón, Nº de Catálogo MAB1664, Merck Millipore, Merck KGaA©, 
Darmstadt, Alemania), VEGFR-2 (Anti-conejo, Nº de Catálogo MAB1667, Merck 
Millipore, Merck KGaA©, Darmstadt, Alemania), y VEGFR-3 (Anti-conejo, Nº de 
Catálogo MAB3757, Merck Millipore, Merck KGaA©, Darmstadt, Alemania), en las 
muestras de tejido de los pacientes con EC, CU y controles para caracterizar la 
expresión de dichos factores y receptores en las células epiteliales de dichas 
muestras. 
A continuación se describen los pasos empleados:  
1. Desparafinación e hidratación: se desparafinó en xilol (10´) y se hidrató 
mediante pases (de 5-10´) por una serie de alcoholes decrecientes (100º, 96º, 
70º). Se lavaron las preparaciones en agua destilada (5´).  
2. Desenmascaramiento antigénico por calor: se sometieron las preparaciones 
a un tratamiento con calor en una olla a presión, con 1 l de tampón citrato 
(100mM, pH=6,0) en el caso de VEGF-C, VEGF-D, PlGF, VEGFR-2 y VEGFR-
3, y con 1 l de tampón EDTA (ácido etilendiaminotetracético) (1mM, pH=9,0) en 
el caso de VEGF-A y VEGFR-1. Cuando se alcanzó la presión máxima, se bajó 




la temperatura del fuego y las preparaciones permanecieron durante 2 minutos 
en la olla antes de abrir. Se dejaron enfriar en el medio tamponado durante 30´ 
a temperatura ambiente. 
3. Lavado I: las preparaciones se lavaron 5´ en agua destilada.  
4. Inhibición de la peroxidasa endógena: las preparaciones se sumergieron en 
una solución de H2O2 3% en metanol durante 15´.  
5. Lavado II: se realizaron dos lavados de 5´ cada uno en PBS.  
6. Bloqueo de uniones inespecíficas: se añadió sobre cada preparación un 
ultrabloqueante (Master Diagnóstica®, prediluido listo para uso) y se incubó a 
temperatura de ambiente durante 10´.  
7. Lavado III: se realizaron dos lavados de 5´ cada uno en PBS. 
8. Incubación con anticuerpo primario: se añadió el anticuerpo primario y se 
incubó durante 60´ en una cámara húmeda. Se emplearon los anticuerpos 
arriba mencionados a las siguientes diluciones: anti-VEGF-A 1/100, PlGF 
1/200, VEGF-C 1/150, VEGF-D 1/300, VEGFR-1 1/200, VEGFR-2 1/50 y 
VEGFR-3 1/100. 
8. Incubación con anticuerpo secundario: se añadió el kit Dako REAL™ 
EnVision™ Detection System, Product No. K400711 (frasco A) sobre cada 
preparación y se incubó durante 30´ a temperatura de ambiente. 
9. Lavado IV: se realizó igual que el lavado II.  
10. Revelado: a las preparaciones se les añadió una solución cromógena de 
Substrate Working Solution, que contenía DAB (CHROM), que se preparó 




mezclando 20 μL de Dako REAL™ DAB+ Chromogen (frasco C) y 1 ml de 
Dako REAL™ Substrate Buffer (frasco B). 
11. Lavado V: se lavaron las preparaciones con agua corriente durante 5´.  
12. Contraste con hematoxilina: las preparaciones se contrastaron 
sumergiéndolas en hematoxilina de Harris durante 1 minuto.  
13. Lavado VI: se lavaron las preparaciones en agua corriente durante 5´.  
14. Deshidratación y montaje: se deshidrataron las muestras realizando pases 
rápidos (20 de 30´´ cada uno) en una serie de alcoholes de graduación 
ascendente (70º, 96º, 100º) y se aclararon en xilol 5´. Por último se montaron 
con el medio 03989 Fluka Eukitt® y cubreobjetos. 
El control positivo incluido para la validación de esta técnica fue también una 
amígdala, que mostró reactividad frente a los anticuerpos primarios. 
La inmunotinción se consideró positiva cuando aparecía en el citoplasma de las 
células, como especificaban las casas comerciales. Para cada anticuerpo se valoró la 
presencia o ausencia de inmunoexpresión en las células epiteliales, regularidad del 
marcaje, y se determinó la intensidad de la tinción como 0= negativa, 1= ligera, 2= 
moderada, 3= fuerte. 
7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
7.1 BASE DE DATOS 
Se empleó una base de datos que incluyó las características clínicas y 
epidemiológicas de los pacientes, los datos de actividad endoscópica e histológica y 
los resultados de la inmunohistoquímica de los marcadores de microvasculatura y 
factores angiogénicos y linfangiogénicos.  





De cada participante se obtuvieron datos demográficos (sexo, edad); actividad 
endoscópica e histológica de los pacientes con EC (SES-CD)224 y CU (subíndice 
endoscópico de Mayo)224, comportamiento de la enfermedad en EC (B1: no-penetrante 
no-estenosante o inflamatorio; B2: estenosante; B3: penetrante o fistulizante); 
localización de acuerdo a la clasificación de Montreal: EC (L1: ileal; L2: cólica; L3: 
ileocólica; L4: tracto gastrointestinal superior), CU (E1: proctitis; E2: colitis distal; E3: 
colitis extensa); hábito tabáquico; y cualquier otra información que pudiese ser 
relevante para la interpretación de los resultados. Para cada paciente también se 
obtuvo información sobre los tratamientos actuales (en caso de que los hubiera), que 
no deberían haberse modificado en los últimos 3 meses. Todas las variables fueron 
recogidas de forma anónima y codificadas. Se evaluó el posible efecto que las 
variables mencionadas pudiesen tener sobre los marcajes de los factores 
angiogénicos y linfangiogénicos. 
7.2 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Para las variables categóricas, se determinaron las los porcentajes y sus 
respectivos intervalos de confianza del 95%. Para las variables cuantitativas, los datos 
se expresaron mediante la media aritmética ± desviación estándar (DE). Se utilizó la 
prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de las variables continuas. 
Para datos no pareados, como la evaluación de las diferencias entre los sujetos 
control y los pacientes con EII, la comparación entre variables cuantitativas y dos 
grupos de variables cualitativas se realizó mediante la prueba t de Student cuando los 
valores siguieron una distribución normal, o la prueba U de Mann-Whitney, en caso 
contrario. El análisis de varianza o una prueba de Kruskal-Wallis como prueba no 
paramétrica se llevó a cabo para calcular las diferencias entre las variables continuas y 
cualitativas con 3 o más grupos por categorías. Para analizar la relación entre el grado 




de expresión de los factores angiogénicos y las puntuaciones del índice de actividad, 
se determinaron de los coeficientes de correlación de Spearman y Pearson para las 
variables con una distribución gaussiana y no gaussiana, respectivamente. Las 
comparaciones de variables cualitativas entre grupos se realizaron mediante las 
pruebas de χ2 o exacta de Fischer. 
Se calculó el área bajo la curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para 
evaluar la precisión diagnóstica de las proteínas angiogénicas para la predicción de la 
actividad endoscópica e histológica. 
La significación estadística se asumió para valores de p inferiores a 0,05.












V. Resultados  
 55 
1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES 
Las características de los pacientes estudiados se encuentran resumidas en la 
tabla 8. Se incluyeron un total de 101 biopsias de 58 pacientes con EII (36 CU; 44 
biopsias y 22 EC; 38 biopsias) y 19 controles con mucosa normal. El 15% de las 
endoscópicas llegaron a ciego, y en el 67% de los casos, se consiguió intubar el íleon. 
La edad media de los sujetos estudiados fue de 41 ± 14 años, el 61% fueron mujeres. 
El 47% de los casos tenían enfermedad endoscópicamente activa.  




Control TOTAL CU EC 
N 19 58 36 22 
Sexo 
Mujer 14 (73,7) 33 (56,9) 19 (52,8) 14(63,6) 
Hombre 5 (26,3) 25 (43,1) 17 (47,2) 8 (36,4) 




L1 (ileal)    4 (22,2) 
L2 (cólica)    6 (33,3) 
L3 (ileocólica)    7 (38,9) 





Proctitis   2 (5,6)  
Colitis izquierda   23 (63,9)  




Corticoides No  39 (73,6) 21 (61,8) 18 (94,7) 
Sí  14 (26,4) 13 (38,2) 1 (5,3) 
Azatioprina 
No  41 (74,5) 26(74,3) 15(75,0) 
Sí  14(25,5) 9(25,7) 5 ( 25) 
Mercaptopurina 
No  51 (96,2) 33 (97,1) 18 (94,7) 
Sí  2 (3,8) 1 (2,9) 1 (5,3) 
Metotrexato No  55 (100) 35 (100) 20 (100) 
Sí     
Anti-TNFα 





Sí  4 (7,3) 2 (5,7) 2 (10,0) 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal; CU = colitis ulcerosa; EC = enfermedad de Crohn; DE 
= desviación estándar. 
 




2. DENSIDAD CAPILAR Y EII 
Los marcadores de microvaculatura sanguínea (CD34), y linfática (D2.40), 
presentaron una densidad capilar mayor en las muestras de pacientes con EII que en 
las de los controles (p<0,01, Tabla 9, figura 4A). Por tipo de EII, las mismas diferencias 
vistas para todos los pacientes con EII persistieron en las muestras de pacientes con 
CU con respecto a las de los controles (p<0,01, Tabla 9, figura 4A). Sin embargo, las 
densidades capilares de D2.40 y CD34 positivos en las muestras de EC no difirieron 
significativamente de las de los controles, aunque la densidades del marcaje fueron 
más elevadas (CD34: 27,1 ± 11,6 frente a 21,1 ± 8,4, p=0,09, y D2.40: 3,1 ± 3,6 frente 
a 1,5 ± 1,1, p=0,1). (Figura 4A). El patrón del marcaje de ambos anticuerpos en el 
epitelio, se distribuyó de manera homogénea a lo largo de la mucosa (Figuras 5A y 
5B). En las muestras de pacientes con EII, la tinción de la microvasculatura linfática se 
observó también en la parte superior de la lámina propia, y alrededor de la muscularis 
mucosa, en aquellas muestras donde la toma de biopsia fue lo bastante profunda 
como para poder observarla al microscopio (Figura 5B). 
Igualmente, las densidades de los marcadores angiogénicos Ang-1 y Ang-2, 
fueron mayores en las muestras de pacientes con EII que en los controles (p<0,01 y 
p<0,05, respectivamente) (Tabla 9, figura 4A). Al separar por tipo de enfermedad, las 
densidades de Ang-1, Ang-2 y Tie-2 en la mucosa de pacientes con CU fueron 
significativamente mayores que en los controles (p<0,01, p<0,01 y p<0,05, 
respectivamente) (Tabla 9). Sin embargo, no se observaron diferencias entre los 
pacientes con EC y los controles, siendo la densidad de Ang-2 menor incluso en las 
muestras de pacientes con EC que en las de los controles (19,9 ± 7,2 frente a 20,1 ± 
4,6). 
Independientemente de la aparición de abscesos crípticos en el epitelio de los 
pacientes con EII, el patrón de tinción de Ang-1 y Ang-2 fue bastante homogéneo a los 




largo de la mucosa y de la lámina propia, igual que en la mucosa de los controles 
(Figuras 5C y 5D). La única excepción fue el Tie-2, donde los abscesos crípticos 
presentaron cierto marcaje (Figura 5E).  
Tabla 9. Densidad capilar en pacientes con EII y controles sanos 
 
 CONTROL CU p EC P EII p 
D2.40 1,5±1,1 5,1±3,7 0,0001 3,1±3,6 0,104 4,6±4,0 0,0001 
CD34 21,1±8,4 30,3±11,5 0,01 27,1±11,6 0,09 28,6±11,8 0,01 
Ang-1 31,7±6,0 48,3±17,4 0,0001 38,5±15,4 0,087 44,8±15,6 0,0001 
Ang-2 20,1±4,6 24,5±6,5 0,001 19,9±7,2 0,910 23,4±7,0 0,03 
Tie-2 26,1±5,0 29,4±6,3 0,026 26,2±4,5 0,911 28,5±5,9 0,112 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal; CU = colitis ulcerosa; EC = enfermedad de Crohn. 
 
 
Tabla 10. Expresión del marcaje del sistema VEGF en pacientes con EII y controles sanos 
 
 CONTROL CU p EC P EII p 
VEGF-A 0,6±0,6 0,9±0,7 0,339 0,6±0,9 1,0 0,9±0,7 0,41 
VEGF-C 0,9±0,6 1,3±0,6 0,029 1,0±0,7 0,758 1,2±0,7 0,11 
VEGF-D 0,9±0,7 1,2±0,6 0,241 1,1±0,5 0,312 1,2±0,6 0,19 
VEGFR-1 0,7±0,5 1,0±0,6 0,026 0,6±0,6 0,585 0,9±0,7 0,20 
VEGFR-2 0,9±0,5 1,4±0,6 0,002 0,9±0,6 0,933 1,2±0,6 0,057 
VEGFR-3 0,6±0,5 1,2±0,8 0,001 1,0±0,6 0,070 1,1±0,7 0,007 
PlGF 0,4±0,5 1,1±0,8 0,078 0,7±1,0 0,525 1,0±0,8 0,113 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal; CU = colitis ulcerosa; EC = enfermedad de Crohn. 
 
  




Figura 4. Densidad capilar de D2.40, CD34 y angiopoyetinas positivos, e intensidad del marcaje del sistema 
VEGF en muestras de pacientes con EII y controles.  
 
(4A, 4B), pacientes con EII frente a controles; (4C, 4D), pacientes con CU y controles; y (4E, 4F), pacientes con 
EC y controles.* p<0,05, ** p<0,01. 
 
 
4A) Densidad capilar de D2.40, CD34 y angiopoyetinas 
en 
pacientes con EII y controles 
 
4B) Intensidad del marcaje del sistema VEGF 
en 
pacientes con EII y controles 
 
4C) Densidad capilar de D2.40, CD34 y 
angiopoyetinas en 
pacientes con CU y controles 
 
 
4D) intensidad del marcaje del sistema VEGF 
en 
pacientes con CU y controles 
 
 
4E) intensidad del marcaje del sistema VEGF 
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pacientes con EC y controles 
 
 
4F) Intensidad del marcaje del sistema VEGF 
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Figura 5 Positividad con A) D2-40, B) CD34, C) Ang-1, D) Ang-2 y E) Tie-2 en las membranas celulares y en los 
endotelios vasculares de pacientes con EII activa (×20). 
 


















En cuanto a los factores del sistema de VEGF, sólo hubo diferencias 
estadísticamente significativas en la expresión de VEGFR-3 (p<0,01), la cual fue 
mayor en las muestras de pacientes con EII que en los controles (Tabla 10, figura 6A). 
Éstas diferencias en VEGFR-3, persistieron entre las muestras de pacientes con CU y 
controles, dónde además, la expresión de VEGF-C, VEGFR-1 y VEGFR-2 fue también 
estadísticamente superior a la de los controles (p<0,05, p<0,01 y p<0,01, 
respectivamente, Tabla 10, figura 6B). 
La tinción con VEGF-A, aunque débil tanto en las muestras con EII como en los 
controles, se extendió a lo largo de todo el epitelio, expresándose probablemente, en 
las células epiteliales, inflamatorias y en fibroblastos de la lámina propia (Figura 6A). El 
marcaje con PlGF fue, sin embargo, mucho más restringido a las zonas 
perivasculares, con un patrón similar al del CD34, aunque no tan claro como para 
permitir el contaje de vasos en el epitelio (Figura 6B). Los marcadores 
prolinfangiogénicos VEGF-C y VEGF-D, tiñeron varios grupos de células monocíticas 
de la mucosa y lamina propia, siendo éstas más numerosas en los pacientes con EII 
que en los controles, aunque no llegando a ser estadísticamente significativas, excepto 
para el VEGF-C en pacientes con CU, donde los agregados del infiltrado monocitario 
fueron más numerosos (Figuras 6C y 6D). 
La expresión de los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 se pudo observar a lo largo 
de todo el epitelio, de manera parecida a la del VEGF-A, incluyendo probablemente 
células del sistema inmune y epiteliales, además de en las criptas (Figuras 6E y 6F), 
siendo más numerosos en los pacientes con CU, donde éstas se encuentran más 
afectadas y desestructuradas. El VEGFR-3 se restringió a un subgrupo de células 
epiteliales en los vasos linfáticos, con tinción ocasional de linfocitos, aunque el patrón 
no uniforme que presentaban no permitió realizar un recuento de vasos independiente 
(Figura 6G). 





Figura 6. Positividad con 6A) VEGF-A, 6B) PlGF, 6C) VEGF-C, 6D) VEGF-D, 6E) VEGFR-1, 6F) VEGFR-2 y 6G) 
VEGFR-3 en las membranas celulares y en los endotelios vasculares de pacientes con EII activa (×20).  
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3. DENSIDAD MICROVASCULAR EN TEJIDO NORMAL DE 
CONTROLES FRENTE A TEJIDO DE PACIENTES CON EII 
INACTIVA 
Las muestras de pacientes con EII diagnosticadas endoscópicamente como 
mucosa normal/inactiva también mostraron una mayor densidad microvascular con 
expresión de D2.40, CD34 y Ang-1 que las de las muestras de biopsias de controles 
(p<0,01, p<0,05 y p<0,01 respectivamente, Tabla 11). Estas diferencias fueron más 
marcadas cuando se compararon por separado las de los pacientes con CU frente a 
las de los controles (p<0,01); sin embargo, el recuento capilar en las biopsias de 
pacientes con EC inactiva no se diferenció de éstos. Tan sólo el recuento de Ang-2 fue 
mayor en las muestras con CU inactiva (24,7 ± 6,2, p<0,05), y menor en las de 
pacientes con EC inactiva (16,5 ± 3,6, p<0,05) que las de los controles (20,1 ± 4,6, 
tabla 7A). 
En cuanto a la expresión de los factores angiogénicos de la familia del VEGF-A, 
solamente la expresión del marcaje con VEGFR-3 fue mayor en la mucosa de 
pacientes con EII inactiva que en la de los controles (p<0,05). Al separar el análisis por 
enfermedad, estas diferencias continuaron en los pacientes con CU inactiva, aunque 
no llegaron a ser estadísticamente significativas (1,0 ± 0,8 frente a 0,6 ± 0,5, p=0,061). 
Sin embargo, la expresión de los otros dos receptores de este sistema, VEGFR-1 y 
VEGFR-2 sí que fue mayor en las muestras de pacientes con CU inactiva que en las 








Tabla 11 Densidad capilar de D2.40, CD34 y angiopoyetinas positivos en muestras sin actividad y controles 
 





D2.40 1,5±1,1 4,0±3,5 0,003 5,6±3,5 0,001 2,2±2,5 0,392 
CD34 21,1±8,4 28,6±11,4 0,024 32,1±10,3 0,002 22,5±11,2 0,739 
Ang-1 31,7±6,0 40,8±13,7 0,005 47,5±14,1 0,003 34,7±10,3 0,309 
Ang-2 20,1±4,6 20,5±6,5 0,838 24,7±6,2 0,024 16,5±3,6 0,026 
Tie-2 26,1±5,0 28,3±6,2 0,201 30,8±6,8 0,033 26,0±4,7 0,977 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal; CU = colitis ulcerosa; EC = enfermedad de Crohn. 
 
Tabla 12. Intensidad del marcaje del sistema VEGF en muestras sin actividad y controles 
 





VEGF-A 0,6±0,6 0,8±0,8 0,567 0,9±0,7 0,473 0,5±0,5 0,374 
VEGF-C 0,9±0,6 1,1±0,6 0,319 1,3±0,6 0,072 0,8±0,6 0,812 
VEGF-D 0,9±0,7 1,2±0,6 0,159 1,3±0,6 0,170 1,2±0,6 0,384 
VEGFR-1 0,7±0,5 0,9±0,7 0,356 1,2±0,6 0,007 0,5±0,7 0,276 
VEGFR-2 0,9±0,5 1,1±0,7 0,244 1,4±0,6 0,015 0,8±0,6 0,507 
VEGFR-3 0,6±0,5 0,9±0,6 0,044 1,0±0,8 0,061 0,8±0,4 0,098 
PlGF 0,4±0,5 0,8±0,8 0,289 0,9±0,8 0,186 0,3±0,5 0,178 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal; CU = colitis ulcerosa; EC = enfermedad de Crohn. 
 
4. DENSIDAD MICROVASCULAR EN CU FRENTE A EC 
Las biopsias de los pacientes con CU mostraron mayor densidad microvascular 
de D2.40 y de Ang-1, Ang-2 y Tie-2 (p<0,05, p<0,01, p<0,01 y p<0,05, 
respectivamente) que las de los pacientes con EC. No se encontraron diferencias en 
relación con el CD34 (Figura 7A). Se observaron resultados parecidos para D2.40, 
Ang-2, y Tie-2, entre las biopsias marcadas como inactiva por criterios endoscópicos 
(Tabla 13) (p<0,05, p<0,01 y p<0,05, respectivamente) y una tendencia similar hacia 
un mayor número de células positivas a Ang-1 (p=0,051) y CD34 en la CU (p=0,07). 
También se observaron diferencias entre las biopsias de zonas inactivas por criterios 
anatomopatológicos, siendo también las densidades de D2.40, Ang-1y Ang-2 mayores 
en las mucosas de pacientes con CU que con EC (Tabla 14). 
Los marcajes con VEGF-C, VEGFR-1 y VEGFR-2 fueron más intensos en las 
muestras de pacientes con CU que en las de los pacientes con EC. Al diferenciarlas 
entre enfermedad endoscópica y/o histológicamente activa, no se observaron 




diferencias en la expresión del marcaje entre las muestras de pacientes con CU y EC 
activa. Sin embargo las muestras, tanto histológica como endoscópicamente inactivas, 
sí tuvieron una diferente expresión en el marcaje con VEGFR-1 y VEGFR-2, siendo 
mayor en las muestras de pacientes con CU (p<0,01) (Tablas 15 y 16). 
Tabla 13. Densidad de microvasos y angiopoyetinas en las muestras con actividad endoscópica frente a las 
inactivas, por tipo de EII. 
 
 
EII ACTIVA EII INACTIVA 
CU EC p CU EC p 
CD34 27,4±13,0 31,7±10,8 0,416 34,0±11,1 23,5±12,4 0,069 
D2.40 5,3±4,3 4,8±4,9 0,801 5,4±4,0 2,1±2,8 0,024 
Ang-1 49,7±15,3 46,7±22,0 0,714 46,0±14,0 35,1±11,0 0,051 
Ang-2 26,2±6,1 27,2±7,8 0,752 24,2±6,9 16,8±4,0 0,003 
Tie-2 29,5±6,1 26,7±4,5 0,327 31,0±6,9 25,8±4,4 0,042 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal; CU = colitis ulcerosa; EC = enfermedad de Crohn. 
 
Tabla 14. Expresión del sistema VEGF en las muestras con actividad endoscópica frente a las inactivas, por 
tipo de EII. 
 
 
 EII ACTIVA   EII INACTIVA  
CU EC p CU EC p 
VEGF-A 1,0±0,7 0,8±1,0 0,611 0,9±0,8 0,8±0,7 0,270 
VEGF-C 1,3±0,7 1,1±0,8 0,503 1,2±0,5 0,8±0,6 0,075 
VEGF-D 1,1±0,6 1,1±0,3 0,910 1,3±0,6 1,1±0,5 0,280 
VEGFR-1 1,0±0,7 0,8±0,4 0,407 1,2±0,5 0,4±0,7 0,001 
VEGFR-2 1,3±0,5 1,1±0,6 0,342 1,4±0,5 0,6±0,5 0,001 
VEGFR-3 1,3±0,8 1,0±0,9 0,361 1,1±0,7 0,8±0,4 0,206 
PlGF 1,1±0,8 1,0±1,0 0,738 0,9±0,8 0,8±0,8 0,138 
 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal; CU = colitis ulcerosa; EC = enfermedad de Crohn. 
 
Tabla 15. Densidad de microvasos y angiopoyetinas en las muestras con actividad histológica frente a las 
inactivas, por tipo de EII. 
 
 
 EII ACTIVA   EII INACTIVA  
CU EC p CU EC p 
CD34 25,4±11,9 29,2±11,3 0,412 33,4±11,0 23,5±12,4 0,120 
D2.40 5,3±4,1 4,2±4,3 0,563 5,5±3,9 2,1±2,8 0,016 
Ang-1 50,3±15,5 43,1±20,0 0,335 46,8±13,7 35,1±11,0 0,032 
Ang-2 26,5±6,1 24,2±8,6 0,453 24,5±6,0 16,8±3,9 0,001 
Tie-2 29,2±6,2 26,9±4,9 0,368 31,1±6,6 25,8±4,4 0,333 









Tabla 16. Expresión del sistema VEGF en las muestras con actividad histológica frente a las inactivas, por tipo 
de EII. 
 
  EII ACTIVA   EII INACTIVA  
CU EC p CU EC p 
VEGF-A 1,0±0,7 0,8±1,0 0,532 0,8±0,8 0,6±0,8 0,297 
VEGF-C 1,3±0,7 1,1±0,7 0,424 1,3±0,6 0,8±0,6 0,051 
VEGF-D 1,0±0,6 1,2±0,4 0,366 1,3±0,6 1,1±0,5 0,304 
VEGFR-1 0,9±0,8 0,8±0,4 0,615 1,2±0,5 0,4±0,7 0,001 
VEGFR-2 1,4±0,5 1,2±0,6 0,366 1,3±0,6 0,6±0,5 0,003 
VEGFR-3 1,3±0,9 1,0±0,8 0,334 1,1±0,7 0,8±0,4 0,323 
PlGF 1,3±0,7 1,0±1,0 0,514 0,8±0,8 0,6±0,6 0,160 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal; CU = colitis ulcerosa; EC = enfermedad de Crohn. 
Figura 7. Densidad capilar de D2.40, CD34, Angiopoyetinas positivos (7A), e intensidad del marcaje del sistema 
VEGF (7B) en muestras de pacientes con CU y pacientes con EC. 









































7B) Intensidad del marcaje del sistema VEGF en pacientes con CU y pacientes con EC. 
 
 
5. DENSIDAD DE LA MICROVASCULATURA Y ACTIVIDAD DE 
LA EII 
Las densidades de microvasos Ang-1 y Ang-2 positivos fue mayor en las 
muestras de pacientes con EII con actividad endoscópica e histológica (p<0,01) que 
en las inactivas. Las diferencias con respecto a CD34 o D2.40, sin embargo, no fueron 
significativas ni por criterios histológicos, ni endoscópicos (Tabla 17). 
La densidades de microvasos en las muestras marcadas con CD34 en muestras 
de pacientes con CU inactiva frente a activa fueron iguales según los diagnósticos 
tanto por criterios histológicos (p=0,07) como endoscópicos (p=0,1). 
La expresión de los demás factores angiogénicos y linfangiogénicos de la familia 
de VEGF, fue mayor en las muestras de pacientes con EII tanto endoscópica, como 
histológicamente activas que en las inactivas, exceptuando a VEGF-C que fue menor 
en las muestras con actividad. VEGFR-2, VEGFR-3 y PlGF, se expresaron en mayor 
































(p<0,05). No se encontraron diferencias con respecto a los demás factores y la 
actividad de la enfermedad (Tabla 18). 
Al analizar por tipo de EII, se observó una mayor densidad de Ang-1 y Ang-2 en 
las muestras con CU histológica (p<0,05) y endoscópicamente (p<0,01) activas frente 
a inactivas. Sin embargo en las muestras con EC, sólo el recuento de Ang-2 fue mayor 
en las muestras con actividad histológica que en las que no tenían actividad. 
Independientemente de que se compare la actividad endoscópica o histológica, las 
intensidades de los marcajes de todos los factores de la familia VEGF y de sus 
receptores, fueron mayores en la muestras con CU y EC activas con comparadas con 
las inactivas, sólo el VEGF-D, que fue menos intenso en las activas. En el análisis por 
enfermedad, sólo se observaron diferencias estadísticamente significativas en VEGF-
D por actividad histológica (p<0,05), siendo más intenso en las muestras con CU 
inactiva que en las activas, y en VEGFR-2 (p<0,05), siendo más intenso el marcaje en 
las muestras con actividad endoscópica que en las que no tenían actividad. 
Tabla 17 Densidad de capilares D2.40, CD34 y angiopoyetinas positivos en muestras con EII activa frente a 
inactiva, determinada por criterios endoscópicos e histológicos. 
 
 
ACTIVIDAD HISTOLÓGICA ACTIVIDAD ENDOSCÓPICA 
EII ACTIVA EII INACTIVA p EII ACTIVA 
EII 
INACTIVA p 
D2.40 5,3±4,1 3,9±3,4 0,145 5,3±4,1 3,4±3,2 0,044 
CD34 27,9±11,6 30,4±10,9 0,333 27,9±11,6 27,6±11,0 0,923 
Ang-1 51,0±19,8 38,8±13,3 0,007 51,0±19,8 36,4±11,8 0,001 
Ang-2 25,9±6,9 20,0±6,0 0,001 25,9±6,9 20,0±5,5 0,0001 
Tie-2 29,3±6,1 27,1±6,3 0,179 29,3±6,1 26,8±5,9 0,076 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal. 
 
Tabla 18 Intensidad de tinción del sistema VEGF en muestras de pacientes con CU y EC activa frente a inactiva, 
como se determinó por criterios endoscópicos e histológicos 
 
 
ACTIVIDAD HISTOLÓGICA ACTIVIDAD ENDOSCÓPICA 
EII ACTIVA EII INACTIVA p EII ACTIVA 
EII 
INACTIVA P 
VEGF-A 1,0±0,7 0,8±0,7 0,21 1,0±0,7 0,8±0,7 0,147 
VEGF-C 1,3±0,7 1,1±0,6 0,22 1,3±0,7 1,1±0,6 0,093 
VEGF-D 1,1±0,5 1,3±0,6 0,052 1,1±0,5 1,2±0,6 0,227 
VEGFR-1 0,9±0,7 0,9±0,7 0,698 0,9±0,7 0,8±0,6 0,419 
VEGFR-2 1,4±0,6 1,1±0,6 0,096 1,4±0,6 1,1±0,6 0,019 
VEGFR-3 1,3±0,8 1,0±0,7 0,183 1,3±0,8 0,9±0,7 0,035 
PlGF 1,3±0,8 0,9±0,8 0,051 1,3±0,8 0,8±0,8 0,021 




6. GRAVEDAD DE LA ACTIVIDAD DE LA EII 
El 47% (IC95%; 34-59) de los pacientes no tenía actividad endoscópica, un 21% 
(IC95%; 10-31) tenía actividad moderada, 24% (IC95%; 13-35) leve y 9% (IC95%; 1-
16) grave (Tabla 19). Hubo diferencias significativas en la media del recuento de Ang-1 
(p<0,05) y Ang-2 (p<0,01), y en la expresión de VEGF-A (p<0,05) y PlGF (p<0,05) 
dependiendo de la actividad endoscópica. Se encontró una mayor densidad de Ang-1 
y Ang-2 y un marcaje más fuerte de VEGF-A y PlGF, cuando la actividad endoscópica 
fue grave comparada con enfermedad inactiva (Tabla 20). 
 
De acuerdo con la histología, el 51% (IC95%; 38-64) de los pacientes tenía 
enfermedad quiescente, un 20% (IC95%; 10-31) tenía lesiones moderadas, 20% 
(IC95%; 10-31) leves y 8% (IC95%; 1-15) graves (Tabla 19). La expresión de VEGF-D 
(p<0,05), PlGF (p<0,05) y VEGFR-3 (p<0,01), y la media de recuento de Ang-1 
(p<0,05) y Ang-2 (p<0,01) también fueron diferentes en base a la actividad histológica. 
Estas expresiones aumentaron en paralelo con la gravedad de las lesiones 















Tabla 19. Grado de actividad endoscópica de los pacientes, e histológica de los pacientes y las 
muestras de tejido. 





Inactiva  27 (46,6) IC95% [33,8%-59,4%] 
16 (44,4) IC95% 
[28,2%-60,6%] 
11 (50,0) IC95% 
[29,1%-70,9%] 
Leve  12 (20,7) IC95% [10,3%-31,1%] 
7 (19,4) IC95% 
[6,5%-32,3%] 




14 (24,1) IC95% 
[13,0%-35,1%] 
8 (22,2) IC95% 
[8,6%-35,8%] 
6 (27,3) IC95% 
[8,7%-45,9%] 
Grave  5 (8,6) IC95% [1,4%-15,8%] 
5 (13,9) IC95% 






Inactiva  49 (59,8) IC95% [47,2%-72,4%] 
31 (58,5) IC95% 
[42,4%-74,6%] 
18 (62,1) IC95% 
[41,8%-82,4%] 
Leve  15 (18,3) IC95% [8,4%-28,3%] 
9 (17,0) IC95% 
[4,7%-29,3%] 




12 (14,6) IC95% 
[5,5%-23,7%] 
7 (13,2) IC95% 
[2,1%-24,3%] 
5 (17,2) IC95% 
[1,4%-33,0%] 
Grave  6 (7,3) IC95% [0,6%-14,0%] 
6 (11,3) IC95% 




Inactiva  40 (51,3) IC95% [38,4%-64,2%] 
23 (44,2) IC95% 
[28,0%-60,4%] 
17 (65,4) IC95% 
[45,5%-85,3%] 
Leve  16 (20,5) IC95% [10,1%-30,9%] 
12 (23,1) IC95% 
[9,30%-36,9%] 




16 (20,5) IC95% 
[10,1%-30,9%] 
11 (21,2) IC95% 
[7,9%-34,6%] 
5 (19,2) IC95% 
[2,8%-35,7%] 
Grave  6 (7,7) IC95% [0,8%-14,6%] 
6 (11,5) IC95% 
[1,1%-21,9%] 0 (0,0) 
EII = enfermedad inflamatoria intestinal; CU = colitis ulcerosa; EC = enfermedad de Crohn; 
IC95% = Intervalo de confianza del 95%. 
Las diferencias observadas con el grado de actividad tomando los resultados de 
las muestras de pacientes con CU, persistieron únicamente para Ang-2 (p<0,05) y 
VEGF-D (p<0,05), donde su densidad y marcaje fueron mayores, y menores 
respectivamente de manera gradual con el incremento de la actividad tanto 
endoscópica como histológica. Con respecto a las muestras de pacientes con EC, solo 
la densidad de Ang-2 aumentó con la actividad endoscópica (p<0,05) y/o histológica 
(p<0,01) de la enfermedad de manera estadísticamente significativa. 





Tabla 20 Densidad capilar e intensidad del marcaje según el grado de actividad endoscópica de la EII 
 
 D2.40 CD34 Ang-1 Ang-2 Tie-2 VEGF-A VEGF-C VEGF-D VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 PlGF 
Normal 3,9±3,4 30,4±10,9 38,8±13,3 20,0±6,0 27,1±6,3 0,8±0,7 1,1±0,6 1,3±0,6 0,9±0,7 1,1±0,6 1,0±0,7 0,9±0,8 
Leve 5,0±4,7 28,0±12,7 52,2±22,4 24,2±6,9 30,3±7,2 0,8±0,6 1,2±0,8 1,1±0,5 0,7±0,7 1,3±0,6 1,1±0,9 1±0,8 
Moderada 4,5±3,5 27,2±10,7 45,8±18,5 25,4±7,1 28,2±5,6 0,9±0,7 1,3±0,8 1,2±0,4 1,1±0,7 1,5±0,5 1,3±0,8 1,2±0,8 
Grave 8,1±2,7 28,9±12,6 56,9±14,8 31,4±4,5 28,3±4,0 1,7±0,5 1,7±0,5 0,7±0,5 1,2±0,4 1,3±0,5 1,7±0,7 1,8±0,4 
P 0,175 0,8 0,020 0,001 0,478 0,049 0,241 0,061 0,402 0,290 0,177 0,041 
 
Tabla 21 Densidad capilar e intensidad del marcaje según el grado de actividad histológica de la EII. 
 
 D2.40 CD34 Ang-1 Ang-2 Tie-2 VEGF-A VEGF-C VEGF-D VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 PlGF 
Inactiva 3,7±3,2 29,3±11,0 38,6±13,3 19,8±6,0 27,3±6,3 0,8±0,7 1,1±0,6 1,3±0,6 0,8±0,7 1,2±0,6 1,0±0,7 0,8±0,8 
Leve 4,5±4,7 29,4±14,2 46,4±18,6 24,2±7,6 26,0±6,1 1,1±0,7 1,1±0,7 1,1±0,5 0,9±0,7 1,1±0,6 0,9±0,9 1±0,8 
Moderada 5,5±4,0 29,7±9,1 51,5±22,4 24,9±5,9 32,0±6,1 0,7±0,7 1,4±0,7 1,2±0,4 0,9±0,6 1,4±0,5 1,5±0,6 1,1±0,7 
Grave 7,2±3,1 28,6±11,3 57,1±14,9 31,6±4,6 28,4±3,8 1,5±0,5 1,7±0,5 0,7±0,5 1,3±0,5 1,5±0,5 2±0,7 1,8±0,4 
P 0,140 0,998 0,025 0,0001 0,074 0,081 0,1 0,049 0,391 0,233 0,001 0,039 
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Figura 8. Densidad capilar de D2.40, CD34, Angiopoyetinas positivos, e intensidad del marcaje del sistema 
VEGF según el grado de actividad endoscópica (8A y 8B) e histológica (8C y 8D) de la EII. * p<0,05, ** p<0,01 
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7. CORRELACIONES ENTRE LA ACTIVIDAD HISTOLÓGICA Y 
ENDOSCÓPICA, Y EL MARCAJE CAPILAR 
Con respecto a la actividad histológica, se encontraron correlaciones positivas 
(p<0,05) entre el grado de actividad y la densidad de Ang-1 (r=0,4), Ang-2 (r=0,5), y 
expresión de PlGF (r=0,4), VEGF-C (r=0,3), y VEGFR-3 (r=0,3), y negativa de VEGF-D 
(r=-0,3). También hubo correlación positiva entre la densidad de vasos linfáticos y el 
grado de actividad de anatomía patológica (p=0,034). 
Por otro lado, se encontraron correlaciones positivas (p<0,05) entre la actividad 
endoscópica y la densidad de Ang-1(r=0,4), Ang-2(r=0,5), y la expresión de 
PlGF(r=0,4), y negativa de VEGF-D(r=-0,3). No se objetivó correlación entre los grados 
de actividad y los marcajes con D2.40 y CD34, ni entre éstos marcadores y los 
factores angiogénicos estudiados. 
8. EXPRESIÓN DE ANG-1 COMO FACTOR DE DESARROLLO 
ANGIOGÉNICO DE LA EII 
La utilidad de este factor de desarrollo angiogénico como predictor 
independiente de la actividad de la enfermedad se evaluó mediante el área bajo la 
curva ROC. Ang-1 fue el mejor factor predictivo independiente de actividad 
endoscópica e histológica de la EII comparado con los marcadores de angiogénesis y 
linfangiogénesis, y del resto de factores angiogénicos y linfangiogénicos. En la EIl en 
general, alto recuento de capilares positivos al marcaje con Ang-1 fue un predictor 
independiente de actividad endoscópica con un área bajo la curva de 0,69 (IC95%; 
0,51-0,85), con el mejor punto de corte en 39,8, y una sensibilidad del 89% y una 
especificidad del 56% (Figura 9A). 




Por otro lado, en la CU, la mayor densidad de capilares Ang-1 positivos fue 
también un predictor independiente de actividad endoscópica, con un área bajo la 
curva fue de 0,72 (IC95%; 0,58-0,82), con el mejor punto de corte en 42,2, con una 
sensibilidad y una especificidad del 53% y 67% respectivamente (Figura 9B). 
El área bajo la curva del resto de los marcadores estudiados fue menor de 0,7 en 
todos los casos. En la EC, el área bajo la curva fue menor de 0,6 en todos los 
marcadores, incluido Ang-1 El recuento capilar con Ang-1 como predictor 
independiente de la actividad histológica en la EII, resultó en un área bajo la curva de 
0,68. Para el resto de marcadores el área fue menor de 0,6 en todos los casos. 


























































Los resultados del presente estudio sugieren una asociación entre el desarrollo 
angiogénico y linfangiogénico, por una parte, y la actividad endoscópica e histológica 
de la EII, por otra. 
Los marcadores de las células endoteliales, como CD34 y D2.40, se han empleado 
previamente para identificar vasos sanguíneos y linfáticos primarios, respectivamente, 
tanto en tejido normal como en el de pacientes con diversas enfermedades 
inflamatorias, incluida la EII230. Ambos anticuerpos marcan vasos ya formados en el 
colon231; sin embargo, no se ha estudiado en profundidad la relación entre el desarrollo 
de la microvasculatura cólica y la expresión de los factores angiogénicos (entre los que 
destacan la familia del VEGF-A y el sistema de las angiopoyetinas) a nivel tisular en la 
EII. 
En nuestro estudio, la densidad de la microvasculatura sanguínea fue mayor en las 
muestras de pacientes con CU y EC que en las de los sujetos control, siendo más 
marcada esta diferencia en el caso de los pacientes con CU. Diversos estudios han 
mostrado una mayor densidad de capilares sanguíneos en la mucosa cólica de los 
pacientes con EII en comparación con los controles sanos232-235; sin embargo, otros 
estudios no han demostrado diferencias a este especto234, 236. 
En estudios de modelos murinos con colitis inducida por DSS, donde a los ratones 
se les inyectaron células madre, se ha probado que, una vez diferenciadas en células 
epiteliales, éstas contribuyen significativamente a la mejoría clínica e histológica la 
colitis en estos animales. Esta reparación epitelial fue mediada por una mayor 
vasculogénesis, que aumentó la inducción de la actividad de Tie-2 en los sitios de 
mucosa dañada237. Por otro lado, un estudio inmunohistoquímico de la expresión de 
CD34 en pacientes con reservorio ileal, confirmó que la red capilar sanguínea de la 





microvasculatura tiene un papel reparador en la EII, especialmente en la CU, 
intensificándose en los momentos de mayor actividad. 
En otro estudio de muestras de mucosa de pacientes con CU, se cuantificó la 
expresión de VEGF-A junto con la densidad microvascular (CD34), y se correlacionó 
con la respuesta clínica a la terapia con esteroides. El resultado del recuento de la 
microvasculatura fue casi constante, independientemente del grupo al que 
pertenecieran (baja o alta sensibilidad a esteroides), aunque los pacientes con CU y 
baja sensibilidad a esteroides se caracterizaron por una microvasculatura hipertrofiada 
con un diámetro de los microvasos significativamente mayor. Así, la interrupción del 
proceso de curación o la alteración de la microcirculación, podría estar implicada en la 
CU refractaria a esteroides69. 
Más recientemente, se han estudiado muestras cólicas de pacientes con CU con 
distintos grados de fibrosis, donde se identificó el marcaje con CD34 con los telocitos, 
un tipo de célula del estroma cuyo papel en el tracto gastrointestinal está relacionado 
con el soporte mecánico, la señalización y la modulación de la motilidad intestinal. Con 
el incremento de la fibrosis, se observó una pérdida de este tipo de células, 
probablemente debido a la remodelación de la pared intestinal239. Estos datos podrían 
explicar los resultados de nuestro estudio, donde no se apreciaron diferencias en el 
recuento de los vasos marcados con CD34 con el aumento del grado de actividad de 
la enfermedad. Además, la densidad del marcaje con CD34 en las muestras de 
pacientes con EII inactiva, fue similar a la que presentaban las muestras de los 
pacientes con EII activa, y en ambos casos las densidades fueron mayores que las 
encontradas en los controles. 
Conocemos por estudios realizados en ratones knockout para CD34 que este 





expresan esta molécula (CD34) una vez se encuentran infiltrando la mucosa cólica, 
aunque no se ha encontrado relación con el proceso proliferativo de la enfermedad240. 
En nuestro estudio, la densidad de vasos linfáticos fue mayor en las muestras de 
pacientes con CU y EC que en las de los controles, aunque únicamente el recuento 
linfangiogénico alcanzó la significación estadística en el caso de las muestras de 
pacientes con CU; lo cual coincide con los resultados de estudios previos, en los que 
se ha descrito una mayor densidad linfática tanto en los pacientes con EII en 
comparación con los controles219, 241, 242. 
La dificultad de encontrar diferencias en el grado de desarrollo linfático en la EII 
según la actividad de las muestras se debe probablemente a que el aumento de la 
densidad de los vasos linfáticos en el colon es una característica de esta enfermedad y 
está presente incluso en las áreas no inflamadas. Además, se ha descrito previamente 
que, a pesar de esa mayor densidad celular, las células endoteliales linfáticas no 
siempre terminan organizándose en capilares funcionales243, 244. Así, en nuestro 
estudio, los valores de densidad microvascular linfática se encontraron elevados en las 
zonas con enfermedad inactiva comparados con los de los controles, aunque no 
llegaron a alcanzar los valores de las zonas con actividad. Sin embargo, en modelos 
murinos con deficiencias de IL-10 que generan colitis espontáneamente, se ha 
observado una densidad y dimensión reducida de los vasos linfáticos, junto con un 
aumento del edema inflamatorio245. 
En nuestro estudio, además, la mucosa cólica de pacientes con CU presentó una 
densidad linfática mayor que las de aquellos con EC. Tan sólo existe un estudio en la 
literatura que describe un mayor desarrollo linfático en mucosa cólica de pacientes con 
CU219, mientras que otros autores han referido un desarrollo linfático mayor en la 





distinguir entre EC y CU en función de las diferencias en las densidades capilares 
linfáticas en el tejido cólico. 
Se sabe que la capa muscular intestinal responsable de la actividad motora es la 
que desarrolla una red linfática densa y laberíntica por proliferación vascular, que 
consiste en proyecciones endoteliales linfáticas delgadas y división de los vasos 
preexistentes29, 246. De este modo, el estudio inmunohistoquímico de la mucosa cólica 
proveniente de biopsias endoscópicas restringe la investigación a la zona más 
superficial del epitelio cólico, pudiendo pasar por alto lesiones más profundas. Esta 
limitación es mayor en la EC ya que, como ocurre con el resto de las lesiones, el 
desarrollo linfático es transmural, mientras que en la CU se encuentra confinado a la 
mucosa221. 
Otros autores, sin embargo, han confirmado que la proliferación de los vasos 
linfáticos en la mucosa cólica de pacientes con CU activa es más intensa dentro de la 
lámina propia219. Los mismos autores observaron que con la restauración de la 
morfología estructural de la mucosa, se recuperó la integridad de la lámina propia en lo 
que respecta a la distribución de los vasos linfáticos219. 
Estudios previos de este marcador en pacientes con EII muestran que existe una 
interconexión entre el endotelio linfático y las células de los granulomas, debido 
principalmente a que los granulomas obstruyen estos vasos en todas las capas del 
intestino en pacientes con EC. Un drenaje linfático comprometido conduce a edema, 
pudiendo agravar la enfermedad247.  
La proliferación de vasos linfáticos en la EII se ha estudiado también en las lesiones 
de componente fibrótico, donde los capilares linfáticos también son predominantes en 
las zonas donde la fibrosis reemplaza a la inflamación crónica241. Otros autores han 
demostrado que existe una asociación entre el incremento de los vasos linfáticos 





penetración de la mucosa por las fibras musculares y los cambios filiformes en la 
mucosa220. 
Las terapias que mejoran el flujo linfático en el intestino pueden reducir el riesgo de 
recurrencia de la enfermedad242. En pacientes sometidos a estricturoplastia, Tonelli et 
al. estudiaron la alteración del curso y las características de los vasos linfáticos en las 
estenosis intestinales de pacientes con EC. Mediante una inyección de Patent Blue V 
en la subserosa, evidenciaron que existe una correlación entre el espesor de la pared 
parietal y la gravedad de la enfermedad. La desaparición de las alteraciones linfáticas 
después de una estricturoplastia se asoció a una regresión de las lesiones 
inflamatorias248. 
En relación con los marcadores proliferativos de vasos linfáticos de la familia VEGF, 
en nuestro estudio los pacientes con CU tuvieron una mayor expresión de VEGFR-3, 
junto con VEGF-C, pero no de VEGF-D, que los controles; este resultado no se 
constató en las muestras de pacientes con EC. Además, las muestras con actividad 
endoscópica de estos pacientes con EC tuvieron una mayor expresión de VEGFR-3, 
junto a VEGF-D, en lugar de VEGF-C. Se sabe que la regulación al alza del VEGF-C 
probablemente contribuye a la regeneración linfática a través de la activación de su 
receptor VEGFR-3 en las células endoteliales linfáticas29; sin embargo, la relación de 
VEGF-D con la EII ha sido menos estudiada. En un estudio anterior de nuestro grupo, 
encontramos que los niveles de sobrenadante de cultivos de mucosa de pacientes con 
EII, tanto de VEGF-C como de VEGF-D, fueron mayores en las muestras de pacientes 
que de controles, diferencias que persistieron al comparar pacientes con enfermedad 
activa frente a inactiva249. Estas diferencias no se observaron en el VEGFR-3, aunque 
en este caso se cuantificó el receptor soluble. 
Estudios in vivo de la capa muscular del yeyuno de ratas mediante 





de manera progresiva hasta la maduración vascular, el VEGF-C se encuentra 
fuertemente expresado en una subpoblación de células intersticiales, siendo la 
intensidad de su expresión cercana a la del VEGFR-3250. En un modelo murino de 
artritis inflamatoria crónica, una enfermedad autoinmune similar en algunos aspectos a 
la EII, la inhibición de la linfangiogénesis y el drenaje linfático a través de VEGFR-3 
incrementó la gravedad de la inflamación en estos animales164. Recientemente, se ha 
descubierto que la ruta VEGF-C/VEGFR-3 regula la plasticidad y activación de los 
macrófagos (MΦ) tanto en cultivos como in vivo, dando lugar a un fenotipo híbrido M1-
M2. Se conoce que existe un incremento del número de macrófagos proinflamatorios 
(M1) en tejido de pacientes con EC. Por el contrario, los macrófagos antiinflamatorios 
(M2) pueden tener algún papel en la CU, dada la preponderancia de las citocinas Th2 
en esta variante de EII, lo cual podría explicar las diferencias observadas en este 
estudio entre las muestras de pacientes con EC y CU251, 252. 
Estudios en hemangioendotelioma kaposiforme sugieren que VEGFR-3, implicado 
en este tipo de lesiones, es capaz de activarse de una manera autocrina253. 
Finalmente, se ha encontrado que la expresión de VEGFR-3 en muestras de pacientes 
con cáncer colorrectal era menor a medida que se analiza tejido más cercano al tumor, 
mientras que el factor VEGF-C era detectado tanto en el epitelio benigno como en el 
maligno254. 
En otro estudio comparativo de células endoteliales de la microvasculatura de tejido 
tumoral y el correspondiente no neoplásico, aisladas de pacientes con cáncer 
colorrectal, se encontró un patrón diferente para cada individuo al medir la expresión 
de VEGFR-3 mediante ELISA. Además, los mismos autores demostraron, mediante 
cultivo en condiciones de hipoxia, que los niveles de VEGFR-3 no variaban, lo que 
sugiere que este factor presenta un comportamiento “resistente” a la falta de oxígeno 





En la mucosa duodenal de pacientes con linfangiectasia intestinal idiopática, la 
expresión de mRNA de VEGFR-3 fue mayor en las muestras de pacientes con esta 
enfermedad, pero la de VEGF-C y VEGF-D fue mucho menor, comparada con la de 
los controles. Estos hallazgos en la mucosa duodenal son similares a los descritos en 
nuestro estudio en mucosa cólica, donde la expresión de VEGFR-3 fue mayor, y la de 
VEGF-D menor, pero no la de VEGF-C, en las muestras de mucosa cólica de los 
pacientes con IBD comparadas con las de los controles256. 
Más recientemente, se ha caracterizado la linfangiogénesis en intestino delgado 
mediante ingeniería de tejidos en ratas. La proporción de células neointestinales 
positivas a VEGFR-3 crecieron en número y formaron estructuras tubulares similares a 
los vasos linfáticos, que se pudieron distinguir de los vasos sanguíneos positivos a 
CD34257. Sin embargo, en los vasos linfáticos normales del intestino grueso se ha 
descrito en general poca expresión de VEGF-C, VEGFR-3 y VEGFR-2258. Estudios in 
vitro de inhibición selectiva de VEGFR-2 y VEGFR-3 en células endoteliales linfáticas 
apuntan hacia una señalización cooperativa de VEGFR-2 con VEGFR-3 necesaria 
para la migración, organización y la proliferación linfática, pero no para la formación 
tubular. El bloqueo únicamente de VEGFR-3 no tiene efecto en la organización y 
funcionalidad de los capilares linfáticos259. 
En nuestro estudio, el marcaje de VEGFR-2 fue mucho mayor en las muestras con 
EII que en los controles, patrón que se mantuvo al comprar las muestras de pacientes 
con CU (pero no con EC) frente a los controles. Este marcaje reproduce el de estudios 
inmunohistoquímicos previos, que revelan que VEGFR-2 se encuentra incrementado 
tanto en muestras de pacientes con EII como en ratones con colitis inducida por DSS, 
en comparación con los controles55; sin embargo, en otros estudios previos de nuestro 
grupo no se encontraron diferencias en los niveles de VEGFR-2 en sobrenadante de 
cultivos primarios de biopsias de pacientes con enfermedad activa con respecto a los 





Se ha descrito recientemente que existen dos formas solubles del receptor VEGFR-
2, una de las cuales se encuentra truncada mediante splicing alternativo. Este VEGFR-
2 truncado, una vez liberado al medio, compite con VEGFR-3 por la unión a VEGF-C. 
Esto podría explicar las diferencias que encontramos entre los niveles de este receptor 
soluble y el que se encuentra unido a la membrana, en la mucosa de los pacientes con 
EII260. 
Por otro lado, hemos encontrado que los dos factores de crecimiento vascular; 
VEGF-A y PlGF, que compiten por su unión al receptor VEGFR-1, se expresan de 
manera diferente en la mucosa cólica de los pacientes con EII comparada con la de 
los controles. La tinción con los dos factores fue más intensa en las muestras de los 
pacientes con EII activa frente a inactiva, aunque estas diferencias sólo alcanzaron la 
significación estadística en el caso del PlGF. La expresión tanto de PlGF como de 
VEGF-A fue mayor en las muestras de pacientes con CU activa frente a inactiva, 
diferencias que no se observaron en las muestras de los pacientes con EC. 
Existen pocos estudios que evalúen el PlGF en la EII. En un trabajo previo de 
nuestro grupo, encontramos diferencias significativas en los niveles de este factor, y 
de VEGF-A, en sobrenadante de cultivos de mucosa cólica tanto entre pacientes con 
EII (CU y EC) con y sin actividad, como entre pacientes y controles249. Además, en otro 
estudio de angiogénesis en modelos murinos con deleción del gen de PlGF, donde se 
indujo a los ratones una colitis mediante DSS y, tras la administración de PlGF 
recombinante, el desarrollo angiogénico se redujo en comparación con los ratones 
control136. 
De todos los factores incluidos en el presente estudio, el VEGF-A ha sido, sin duda, 
el más estudiado en relación con la EII, especialmente a nivel serológico. El aumento 
de los niveles de VEGF-A en la EII ha sido confirmado por otros estudios, en los que 





pacientes con EC y CU activas que en los controles16, 55, 61-63, 249, 261. No obstante, a nivel 
tisular, se ha descrito una intensidad de inmunotinción más débil en los pacientes con 
EC activa que en los controles sanos, y una expresión similar a éstos en los pacientes 
con CU64, resultados semejantes a los mostrados en el presente estudio. Estas 
variaciones podrían justificarse por el origen de estos factores en la mucosa, puesto 
que se ha evidenciado una correlación entre la tinción de linfocitos y la de VEGF-A en 
la lámina propia de pacientes tanto con EC como con CU, por lo que la acumulación 
intersticial de los linfocitos productores de VEGF-A en la mucosa inflamada podría ser 
la causa de parte de los mecanismos inflamatorios de la EII68. 
Los dos miembros del sistema de angiopoyetinas evaluados en el presente estudio, 
Ang-1 y Ang-2, poseen la capacidad de inhibir o aumentar la angiogénesis a través de 
su unión al receptor Tie-238, 262. En nuestro estudio se evidenció un mayor recuento de 
la expresión de Ang-1 y Ang-2 en las muestras de los pacientes con EII, comparadas 
con las de los controles. Además, su expresión aumentó en paralelo a la actividad 
endoscópica y a la gravedad de las lesiones histológicas. 
Además observamos que la mucosa cólica de pacientes con enfermedad 
endoscópicamente activa presentó una mayor densidad media de Ang-1 y Ang-2 en 
comparación con las muestras de pacientes con EII inactiva. Además, su expresión se 
localizó en áreas de alta densidad de microvasos linfáticos. En las muestras de 
pacientes con CU activa, se comprobó que la densidad media de Ang-1 y Ang-2 fue 
mayor que en las de los pacientes que no presentaban actividad. Estos resultados son 
muy similares a los de otro estudio realizado en muestras cólicas de pacientes con 
actividad y en remisión, donde las muestras de los pacientes con CU en remisión 
mostraron una intensidad de tinción significativamente menor para Ang-1, Ang-2, y 
Tie-2212. Sin embargo, los autores no encontraron diferencias cuando se compararon 





En consonancia con estos resultados, en un estudio previo de nuestro grupo, donde 
se evaluaron las diferencias en los niveles solubles del sistema de angiopoyetinas 
tanto en suero, como en sobrenadante de cultivo de muestras de la mucosa en 
pacientes con EII con y sin actividad (endoscópica, histológica y clínica249, 263), se 
encontró que los niveles en suero de Ang-1 fueron mayores en pacientes con EII 
endoscópicamente activa, en comparación con los que no presentaban actividad. En el 
sobrenadante del cultivo, los niveles de todas las angiopoietinas estudiadas (Ang-1, 
Ang-2 y su receptor Tie-2) fueron mayores en pacientes con enfermedad activa en 
comparación con los que tenían una EII inactiva, y los niveles de Ang-2 de pacientes 
en remisión fueron incluso más bajos que los de los controles. 
Probablemente, la explicación de estas diferencias sea que durante los períodos de 
inactividad un descenso en los niveles de Ang-2 podría indicar el fin del reclutamiento 
de las células endoteliales, aunque el equilibrio angiogénico inicial no quede 
totalmente restaurado. Además, al igual que con el marcaje inmunohistoquímico aquí 
estudiado, las concentraciones de Ang-1 en suero y mucosa se modificaron en 
paralelo con la gravedad de las lesiones. 
En el presente estudio se encontraron correlaciones positivas entre la actividad 
endoscópica y el recuento de Ang-1, Ang-2 y la expresión de PlGF, y una correlación 
negativa entre la actividad endoscópica y la expresión de VEGF-D. Asimismo, la 
expresión de VEGF-D, PlGF y VEGFR-3, y la media de recuento de Ang-1 y Ang-2, 
también fueron diferentes dependiendo de la actividad histológica. Por último, no se 
halló ninguna correlación entre los grados de actividad y los marcajes con D2.40 y 
CD34. 
El factor angiogénico Ang-1 ha mostrado ser un marcador independiente de 
actividad en nuestro estudio, a nivel tanto endoscópico como histológico, con un área 





resultados son similares a los encontrados por Yosizaki et al. en un estudio de 
pacientes con CU212, donde observaron que la expresión del marcaje 
inmunohistoquímico con Ang-1 presentaba buena correlación con la actividad 
histológica de la enfermedad. 
Aun así, debemos ser cautelosos con la interpretación de estos resultados, puesto 
que el área bajo la curva ROC para Ang-1 en nuestro estudio se encontraba en torno a 
0,7, una cifra menor que la descrita en estudios anteriores para Ang-1 soluble en 
sobrenadante de cultivos de mucosa cólica249, 263. Debido a que tanto Ang-1, como Ang-
2 ejercen sus efectos a través del receptor Tie-2, el cual se encuentra sobre todo 
expresado en las células endoteliales, el estudio de los mecanismos que inducen la 
expresión de sus ligandos Ang-1 y Ang-2, en los diferentes tipos celulares de la 
mucosa cólica podría arrojar más luz sobre el origen y comportamiento de este tipo de 
factores durante los periodos activos de la enfermedad. Por lo tanto, el estudio 
inmunohistoquímico de las angiopoyetinas se podría considerar como un método 
diagnóstico complementario para evaluar la actividad de la enfermedad. 
Actualmente, las técnicas de inmunotinción son la mejor manera de correlacionar el 
patrón microvascular de las lesiones con el resultado histológico y endoscópico. Sin 
embargo, la principal limitación de este tipo de estudios en la mucosa cólica de 
pacientes con EII es que es necesaria la realización de una endoscopia. 
En el futuro, la ampliación de esta investigación con el estudio de las células 
productoras de estos factores angiogénicos y linfangiogénicos, podría aportar nuevos 
datos que permitan predecir los brotes de actividad de la enfermedad y ayudar a 
entender los diferentes procesos que tienen lugar en el desarrollo de la 























1. La microvasculatura angiogénica y linfangiogénica tiene una mayor densidad en la 
mucosa cólica de los pacientes con EII que en la de los controles sanos, lo que 
sugiere la existencia de una angiogénesis y linfangiogénesis alteradas en la 
patogenia de esta enfermedad. 
2. En la mucosa cólica de los pacientes con CU existe un mayor desarrollo linfático y 
angiogénico que en la de aquellos con EC, caracterizado por una alteración del 
conjunto VEGF-C, -D y su receptor VEGFR-3. 
3. La densidad linfática en la mucosa cólica de los pacientes con EII, incluso en 
remisión endoscópica, es mayor que en la de los sujetos sanos. 
4. La sobreexpresión de VEGFR-2, VEGF-A y PlGF en los pacientes con EII activa 
sugiere la existencia de una sinergia entre la angiogénesis y la linfangiogénesis a 
través de la vía VEGFR-2. 
5. La expresión de VEGF-A, -D, -R3, PlGF y la densidad de Ang-1 y -2 en los 
pacientes con EII es mayor en las áreas cólicas con una afectación endoscópica e 
histológica más intensa. 
6. Ang-1 es un marcador de actividad endoscópica e histológica de la CU. 
7. La densidad microvascular de los factores del sistema de angiopoyetinas Ang-1 y 
Ang-2, y la intensidad de la expresión de PlGF en muestras de mucosa cólica se 
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Role of Growth Factors in the Development of
Lymphangiogenesis Driven by Inﬂammatory
Bowel Disease: A Review
Pablo M. Linares, MSc and Javier P. Gisbert, MD, PhD
Studies on angiogenesis and lymphangiogenesis have gained spe-
cial relevance in research into factors potentially inﬂuencing the
pathogenesis and course of inﬂammatory bowel disease (IBD). The
results of the few existing studies on the distribution and density of
lymphatic vessels and blood vessels in the context of IBD are con-
troversial. Studies using the speciﬁc lymphatic marker podoplanin
have revealed a signiﬁcantly large number of lymphatic vessels in
the colonic mucosa of patients with ulcerative colitis and Crohn’s
disease (compared to patients with normal mucosa), whereas other
authors have found no signiﬁcant differences. However, the role of
vascular endothelial growth factor (VEGF) tyrosine-kinase receptor
3 (VEGFR-3) in the onset of IBD has not been analyzed. In recent
years new biochemical, molecular, and immunohistochemical stud-
ies indicate that several families of growth factors, such as the
VEGF family and their receptors, ﬁbroblast growth factor-2, plate-
let-derived growth factor-BB, hepatocyte growth factor, the angio-
poietin system, and integrins may play an important role in the
onset of IBD. To date, no comparative studies have analyzed these
growth factors and speciﬁc lymphatic markers. We examine how
growth factors are involved in the development of pathological
lymphangiogenesis in patients with IBD and determine whether
they play a crucial role in disease exacerbation.
(Inﬂamm Bowel Dis 2011;17:1814–1821)
Key Words: lymphangiogenesis, lymphangiogenic factors,
growth factors, Crohn’s disease, ulcerative colitis, inﬂammatory
bowel disease
T he lymphatic system is a blind-ended network consist-ing of thin-walled lymphatic capillaries, collecting ves-
sels, and specialized secondary immune organs, including
lymph nodes, the tonsils, Peyer’s patches, and the spleen.
Lymphatic vessels drain protein-rich interstitial ﬂuids and
immune cells from tissues through the lymph nodes and
return ﬂuids back to circulation at the thoracic duct. These
vessels play a key role in tissue homeostasis. After entering
the lymph nodes, antigen-presenting cells such as dendritic
cells can activate B- and T-cell immune responses. Lym-
phatic capillaries are lined by loosely associated endothelial
cells with no pericyte layer or vascular smooth muscle.
This structure allows ready passage of immune cells and
tumor cells into the lymphatic system.1
LYMPHATIC VESSELS IN THE BOWEL
Inﬂammatory bowel disease (IBD) is a complex bio-
logic process involving both immune and nonimmune cells,
the microvasculature, and its endothelial lining. Growing
evidence suggests that the microvasculature plays a vital
role in the pathophysiology of IBD. It contributes to
chronic inﬂammation through altered leukocyte recruit-
ment, impaired perfusion, angiogenesis, and lymphangio-
genesis leading to tissue remodeling.2–4
Recent ﬁndings increasingly suggest that IBD is the
result of dysfunctional immunoregulation that manifests as
inappropriate production of mucosal cytokines. The recip-
rocal reaction of some of these cytokines may contribute to
angiogenesis and lymphangiogenesis in IBD by inducing
intestinal ischemia through vasoconstriction.5 These diverse
areas of IBD microvascular biology represent therapeutic
targets that are currently undergoing investigation.2
In the intestinal tract, lymphatic vessels are found in
the muscularis mucosae and are believed to be absent in
the rest of the normal colonic mucosa above the level of
the muscularis mucosae.6 However, lymphatic vessels are
sometimes identiﬁable within the lamina propria of the co-
lon in pathologic states, including intramucosal carcinoma.
This ‘‘aberrant’’ lymphangiogenesis seems to be driven by
inﬂammation and/or neoplasia.6,7
Several endothelial growth factors induce the growth
of new blood vessels and lymphatic vessels. However, a
systematic comparative study of the impact of these factors
on vascular morphology and function in IBD has not yet
been conducted.
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NOVEL MOLECULAR MARKERS OF
LYMPHATIC ENDOTHELIUM
Recently identiﬁed speciﬁc lymphatic markers have
made it possible to study the mechanisms regulating
lymphangiogenesis.
Podoplanin
Podoplanin, a mucin-type transmembrane glycopro-
tein, is expressed by lymphatic endothelium but not by
blood endothelial cells (BECs) or blood vessel endothelium
in vivo and in vitro.7,8 Its biological function is currently
unknown, although in vitro studies have indicated that
podoplanin may be involved in mediating cell motility by
promoting rearrangement of the actin cytoskeleton.1,9
Human podoplanin is recognized by the D2-40 antibody.10
Kenney and Jain6 used immunostaining with D2-40 to
assess the presence of immunopositive lymphatic vessels in
sections of normal colon, inﬂamed colon, hyperplastic pol-
yps, inﬂammatory polyps, adenomatous polyps, adenomatous
polyps containing intramucosal carcinoma, and invasive colo-
nic adenocarcinomas. In most cases of neoplasm and/or
inﬂammation, lymphatic vessels were identiﬁed within the
lamina propria. Additionally, a nonsigniﬁcant trend toward
higher lymphatic vessel density was observed in cases with
increased inﬂammation. Lymphatic vessels were present
within the lamina propria of the colon in pathologic states.
The lymphatic microvessel counts performed by
Geleff et al11 revealed a statistically signiﬁcant increase in
the muscularis mucosae, tunica submucosa, and tunica sub-
serosa in patients with IBD when compared with normal
intestine. Numerical differences between samples of
patients with Crohn’s disease (CD) and patients with ulcer-
ative colitis (UC) were not signiﬁcant. Lymphatic capilla-
ries were also predominant in areas where ﬁbrosis replaced
chronic inﬂammation.
In a study on the presence of lymphatic vessels in
UC, signiﬁcantly higher numbers of lymph vessels were
found in chronic active UC within the lamina propria and
submucosa than in normal mucosa. The numbers of lymph
vessels in the lamina propria were higher in severe chronic
active UC and lower in moderate and minimal residual dis-
ease, with minimal architectural disarray. The density of
lymphatic vessels in the submucosa was signiﬁcantly above
normal values at all stages of the disease.12
Lymphatic vessels have been shown to be most dense
in tissue specimens from patients with CD. The median
number of lymphatic vessels was signiﬁcantly higher in
both ileal and colic samples than in samples from patients
with other inﬂammatory diseases (including UC) and sam-
ples from normal controls. Moreover, in patients with CD
diffuse lymphangiectasia was also observed.13
These ﬁndings suggest that proliferation of lymphatic
vessels in IBD may be triggered by chronic inﬂammation, irre-
spective of disease stage, and that it is maintained in endstage
ﬁbrotic disease. In chronic IBD, acute inﬂammation, architec-
tural disarray, and lymph vessel proliferation are observed
within the lamina propria and the submucosa. Nevertheless,
when architectural morphology has been restored the integrity
of the lamina propria and, consequently, lymph vessel distribu-
tion are believed to be restored, although further studies are
necessary to conﬁrm these data.7,12
Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor-3 (VEGFR-3)
VEGFR-3, also known as Flt4, was the ﬁrst lym-
phatic-speciﬁc growth factor receptor identiﬁed.14 VEGFR-
3 is a member of the FMS-like tyrosine kinase family and
speciﬁcally binds VEGF-C and VEGF-D, but not VEGF-
A.1,9 The VEGFR-3 ligands, VEGF-C and VEGF-D, have
recently been reported to promote tumor lymphangiogene-
sis and lymphatic metastasis, both of which are inhibited
by blocking the VEGFR-3 signaling pathway.15
During early embryonic development, VEGFR-3 is
expressed both in developing venous and in presumptive
lymphatic endothelia. In normal adult tissues, VEGFR-3
expression is largely restricted to the lymphatic endothe-
lium.14,16 However, VEGFR-3 expression has also been
detected on some blood capillaries associated with tumor
neovascularization or with wound granulation tissue17,;
therefore, VEGFR-3 alone is not a sufﬁciently speciﬁc
marker for lymphatic vessels.1,9,19
The molecular mechanisms of inﬂammation-induced
lymphangiogenesis remain largely unknown. Ran et al1,9,19
suggested that induction of the nuclear factor kappaB (NF-
jB) pathway by inﬂammatory stimuli activates Prox1. This
transcription factor is considered the most speciﬁc lineage
marker for lymphatic endothelium. Both NF-jB and Prox1
activate the VEGFR-3 promoter, leading to increased re-
ceptor expression in lymphatic endothelial cells in breast
cancer.20 This in turn enhances the responsiveness of pre-
existing lymphatic endothelium to the VEGFR-3 binding
factors, VEGF-C and VEGF-D, ultimately resulting in
robust lymphangiogenesis.21 Lymphangiogenesis and
increased VEGF-C expression have been observed in breast
cancer, as well as in thyroid and gastric cancer.22,23
Lohela et al24 demonstrated that blood vessels can
undergo VEGF-C-induced angiogenesis, even after down-
regulation of VEGFR-3 in mouse embryos; however, tran-
sient VEGF-C expression in adults can induce long-lasting
lymphatic hyperplasia with no obvious side effects on
blood vasculature. Moreover, VEGF-C is a critical media-
tor, not only for lymphangiogenesis, but also for capillary
stabilization during neovascularization in mice.25
Nitric oxide synthase has been shown to mediate
VEGF-C-induced lymphangiogenesis in a number of human
tumors and, consequently, plays a critical role in lymphatic
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metastasis. Stimulation of VEGFR-2 and VEGFR-3 activates
endothelial nitric oxide synthase in lymphatic endothelial
cells, and nitric oxide donors induce proliferation and/or sur-
vival of cultured lymphatic endothelial cells in a dose-de-
pendent manner.26
VEGF-D, a ligand for both VEGF receptor-3
(VEGFR-3/Flt-4) and receptor-2 (VEGFR-2/KDR), has also
been found to be involved in the development of lymphatic
vessels and in the promotion of lymphatic metastases.27
VEGFR-3 Function in IBD
The role of VEGFR-3 in the onset of IBD has not
been analyzed, although several studies on its existence in
colonic tissue have been performed. White et al27 assessed
the expression of VEGF-D and VEGFR-3 in relation to
microvessel density in colorectal carcinomas and adenomas
and adjacent normal tissue using immunohistochemistry.
VEGF-D was detected in malignant and benign epithelium
and in various areas of colorectal smooth muscle. VEGFR-
3 expression has been shown to be an independent prog-
nostic indicator in colorectal carcinomas.27 Inhibition of
lymphangiogenesis and lymphatic drainage via VEGFR-3
increased the severity of inﬂammation in a mouse model of
chronic inﬂammatory arthritis, an autoimmune disease sim-
ilar in some respects to IBD.28
LYMPHANGIOGENIC GROWTH FACTORS IN IBD
Several families of growth factors may play an im-
portant role in IBD, including vascular endothelial growth
factor (VEGF), ﬁbroblast growth factor (b-FGF), hepato-
cyte growth factor (HGF), and platelet-derived growth fac-
tor (PDGF). Collectively, these families could determine
susceptibility of IBD mucosa to injury and facilitate tissue
repair. However, few comparative studies have clariﬁed the
role of these markers in lymphangiogenesis in patients with
IBD.29
Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A)
The angiogenic cytokine VEGF-A seems to mediate
IBD by promoting intestinal angiogenesis and inﬂamma-
tion. The possible contribution of VEGF-A (also known as
VEGF or vascular permeability factor) to lymphangiogene-
sis has been a matter of debate. VEGF-A was discovered
in 1983 as the ﬁrst member of the VEGF family and has
been shown to activate the tyrosine kinase receptors
VEGFR-1 and VEGFR-2.30 Recent studies have determined
the role of VEGF-A/VEGFR-2 as a signaling pathway in
lymphangiogenesis. VEGF-A is a potent inducer of prolif-
eration of lymphatic endothelial cells (LECs) in vitro.8
However, VEGF-A has been shown to stimulate formation
of disorganized new vasculature as a result of the fusion of
blood capillaries into a mesh, although only a few lym-
phatic vessels are formed.31,32 Indirect effects of VEGF-A
(via attraction of inﬂammatory cells producing VEGF-C
and VEGF-D) might also contribute to its lymphangiogenic
activity.33,34 Recent data from a study using the chick
embryo chorioallantoic membrane assay as an experimental
in vivo model showed that VEGF-A and HGF could also
inﬂuence lymphangiogenesis synergistically. Nevertheless,
this observation has not been completely elucidated. The
results show that the VEGF-A/HGF combination was able
to induce a strong angiogenic response and expression of
Prox-1 in the lymphatic endothelial cells of the chorioallan-
toic membrane.35
Role of VEGF-A in IBD
A number of studies show higher levels of VEGF-A
in the serum of patients with IBD than in that of non-IBD
controls. The main source of increased VEGF-A serum lev-
els during IBD is controversial, since several authors have
demonstrated different possible origins of this cytokine.
Increased tissue and serum levels of VEGF-A have
been reported in cases of active IBD, and the proinﬂamma-
tory effect of this factor is similar to that of other inﬂam-
matory agents.36 VEGF-A may serve as an intermediary
between angiogenic stimulation, lymphangiogenic stimula-
tion, and cell-mediated immune responses. The increased
levels of VEGF in chronic IBD have also been conﬁrmed
by other studies in which signiﬁcantly higher VEGF serum
levels were observed in patients with active CD and UC
than in controls.5,37–40 On the other hand, Kapsoritakis et
al41 reported that plasma VEGF levels were lower and im-
munostaining intensity weaker in patients with active CD
than in healthy controls. In patients with UC, plasma
VEGF levels and immunostaining intensity in UC patients
were similar to those of healthy controls This suggests that
the course of UC is not VEGF-dependent. Interestingly,
Magro et al42 reported the same results for UC patients,
although serum levels of VEGF in CD patients in periods
of remission were even lower than those of controls. These
dissimilar results in VEGF serum levels do little to clarify
the function of VEGF in angiogenesis/lymphangiogenesis
during wound repair.
VEGF-A lymphangiogenesis signaling pathway re-
ceptor VEGFR-2 has been observed to be increased both in
samples from patients with IBD and in mice with DSS-
induced colitis40; however, Pousa et al34,39,40 found no dif-
ferences in VEGFR-2 serum levels between IBD patients
and healthy controls.
Peripheral blood mononuclear cells have been
described as one of the origins of the elevated VEGF se-
rum levels observed in patients with IBD. Signiﬁcantly
increased VEGF production by peripheral blood mononu-
clear cells has been found in patients with active CD and
in patients with active UC.43,44
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Although an immunohistochemical study of VEGF in
surgical material from patients with active IBD showed no
expression,41 the intestinal mucosa has been considered a
possible origin of elevated VEGF serum levels in patients
with active IBD.45 In this respect, Griga et al46 found
increased VEGF expression in the supernatant of cultured
mucosal biopsies from patients with active IBD compared
to controls.
Hanabata et al47 also showed that UC patients with
low sensitivity to steroids underexpress VEGF or have
enlarged microvessels compared to patients with high sen-
sitivity to steroids and normal controls. Therefore, the dis-
ruption of the healing process or disturbance of microcircu-
lation may be involved in low sensitivity to steroid therapy
in patients with UC.
High levels of VEGF in patients with increased intra-
mural blood ﬂow have also been observed.48 Overexpres-
sion of VEGF has been observed in inﬂammatory endothe-
lial cells in patients with active IBD, but no change was
detected around the vessels in the controls. It has been sug-
gested that the reciprocal reaction of these cytokines may
contribute to angiogenesis in IBD by inducing intestinal is-
chemia through vasoconstriction.5
Adipose tissue, which secretes adipocytokines and
chemokines/growth factors, was analyzed by Schafﬂer et
al,49 who concluded that creeping fat represents a charac-
teristic feature of CD and is an important source of VEGF-
A secretion. HGF and VEGF from adipose tissue-derived
stem cells might accelerate regeneration of injured regions
in experimental colitis (TNBS-induced colitis in rats).50
Beddy et al detected increased VEGF production in ﬁbro-
blasts isolated from strictures in patients with CD.51
VEGF has also been proposed as a possible mediator
of inﬂammation and mucosal permeability in patients with
collagenous colitis. These patients have increased colo-
rectal mucosal secretion of VEGF, which may lead to albu-
min leakage and promote ﬁbrosis with deposition of
collagen.52
Fibroblast Growth Factor (b-FGF)
Fibroblast growth factors play an important role in
angiogenesis, but their function in lymphangiogenesis
remains poorly understood. Shin et al53 identiﬁed FGF re-
ceptor (FGFR)-3 as a novel Prox1 target gene. The homeo-
domain transcription factor Prox1 is essential for the devel-
opment of the lymphatic system, as it speciﬁes lymphatic
endothelial cell fate. The authors also established that FGF-
1 and FGF-2 promoted proliferation, migration, and sur-
vival of cultured lymphatic endothelial cells without
involvement of VEGFR-3. This indicates that FGFR-3 is
an initial target of Prox1 during speciﬁcation of lymphatic
cell fate and that the FGF signaling pathway may play an
important role in the development of lymphatic vessels.
Cao et al31 performed a quantitative analysis based
on a murine corneal angiogenesis model. b-FGF induced
the highest density of blood vessels, although it showed
less potent lymphangiogenic activity than VEGF-A and
VEGF-C. Increased expression of b-FGF and VEGF-C has
been associated with lymphatic metastasis. Furthermore,
administration of blocking anti-VEGFR-3 antibodies inhib-
ited b-FGF-induced lymphangiogenesis. These ﬁndings
show that VEGFR-3 can mediate lymphangiogenesis
induced by other growth factors.15 In addition, FGF-2
knockout mice show signiﬁcantly less preexisting lym-
phatic vessels than wildtype controls, suggesting a role for
this growth factor in lymphangiogenesis. Nakao et al54
showed that the physiological expression of lymphatic ves-
sels without blood vessels, which indicates that angiogene-
sis and lymphangiogenesis—even though intricately
related—may occur independently. Chang et al55 demon-
strated that there is dose-dependent response of FGF-2 for
lymphatic growth. Little is known about the intracellular
mechanism of FGF that leads to cell proliferation. In rat
LECs, tumor-derived b-FGF has been shown to exert lym-
phangiogenic effects through the Akt/mTOR/p70S6 kinase
pathway.56
Role of b-FGF in IBD
Serum levels of b-FGF have been found to be signiﬁ-
cantly higher in patients with active IBD than in controls.5
Moreover, in CD patients a positive correlation has been
found between serum b-FGF and bowel wall thickness.
This correlation, together with higher serum b-FGF levels
in CD patients with intestinal strictures than in patients
with other phenotypes (ﬁstulizing, inﬂammatory), suggests
a possible involvement of b-FGF in the process of trans-
mural ﬁbrogenesis in CD.48
A pediatric study from Bousvaros et al57 showed
that, although mean b-FGF levels did not signiﬁcantly dif-
fer between children with CD and other conditions, there
was a strong correlation between b-FGF level and disease
activity. Thus, while b-FGF is not a speciﬁc marker for
CD, serum levels reﬂect disease activity. Release of b-FGF
may be important in mediating the angiogenesis, lymphan-
giogenesis, and wound healing seen in CD.
In patients with UC, the high concentrations of b-
FGF in intestinal perfusion ﬂuid reﬂect either local synthe-
sis or an active secretion within the colonic mucosa. The
b-FGF concentration differs according to the location in
the intestine and increases signiﬁcantly with biochemical
markers of inﬂammation and permeability.58
Platelet-derived Growth Factor (PDGF-BB)
In an effort to identify novel lymphangiogenic fac-
tors, it has been found that members of the PDGF family,
including PDGF-AA, -AB, and -BB, are able to induce
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lymphangiogenesis in the mouse cornea. Under physiologi-
cal conditions, corneal tissue lacks both blood vessels and
lymphatic vessels. Thus, all corneal vascular structures
induced by PDGFs are newly formed vessels. There is evi-
dence that PDGF-BB is a direct lymphangiogenic factor. In
vitro, PDGF-BB stimulates MAP kinase activity and cell
motility of isolated lymphatic endothelial cells. In vivo,
PDGF-BB is a potent inducer of the growth of lymphatic
vessels. Expression of PDGF-BB in murine ﬁbrosarcoma
cells has been shown to induce tumor lymphangiogenesis
and lead to enhanced metastasis in lymph nodes.59
Although these experiments were carried out in adult ani-
mals, it is possible that the PDGF/PDGFR system and the
VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3 signaling pathway have over-
lapping roles in the development of the lymphatic system
in early embryos. However, little is known about the asso-
ciated regulator that determines PDGF-BB expression. Mu-
rine models of therapeutic neovascularization have revealed
that a typical lymphangiogenic factor, VEGF-C, is an
essential regulator determining PDGF-BB expression for
vascular stabilization and acts via a paracrine mechanism.25
Thus, PDGF-BB-induced lymphangiogenesis might be indi-
rectly mediated by activation of the VEGF-C/-D/VEGFR-3
signaling pathway.60
Role of PDFG-BB in IBD
Kumagai et al61 evaluated serum and plasma pools of
PDGF-BB in patients with IBD. They found that IBD was
associated with an increase in platelet-stored and circulat-
ing PDGF levels, which correlated with clinical, endo-
scopic, inﬂammatory, and angiogenic activity of the disease
and with IBD-associated oxidative stress. It has been sug-
gested that PDGF is also involved in the active inﬂamma-
tory phase, possibly as a chemoattractant for mononuclear
inﬂammatory cells; however, very little is known about its
function in IBD-driven lymphangiogenesis.62
Hepatocyte Growth Factor (HGF)
HGF is a well-known angiogenesis inducer and pro-
moter in normal and pathologic conditions. Recent data show
that HGF could also inﬂuence lymphangiogenesis, although
this observation has not been completely elucidated.63
In a mouse corneal lymphangiogenesis model, HGF
induced sprouting and growth of new lymphatic vessels
expressing the vessel endothelial speciﬁc marker hyaluronan
receptor-1 (LYVE-1). HGF-induced lymphangiogenesis can
be partially blocked by soluble VEGFR-3, suggesting that
HGF may stimulate lymphatic vessel growth through an
indirect mechanism. Consistent with this ﬁnding, the HGF
receptor (HGF-R or c-Met) was found in corneal blood ves-
sels but not in lymphatic vessels in a mouse corneal lym-
phangiogenesis model.64 Nevertheless, Zhang et al23 found
overexpression of HGF-R on enlarged vessels of patients
with gastric cancer compared to healthy controls, and
showed that microlymphatic density was positively corre-
lated with the expression of HGF in gastric cancer.
A comparative analysis of the genetic expression of
puriﬁed LEC versus BEC revealed that LEC expressed sig-
niﬁcantly higher levels of HGF-R. Whereas little or no
HGF-R was expressed by lymphatic vessels in normal tis-
sues, HGF-R was strongly expressed by regenerating lym-
phatic endothelium during tissue repair and by activated
lymphatic vessels in inﬂamed skin. Treatment of cultured
LEC with HGF promoted LEC proliferation, migration,
and tubule formation. HGF-induced proliferation of LEC
did not require VEGFR-3 activation, and HGF-induced cell
migration was partially mediated by integrin a-9. Trans-
genic or subcutaneous delivery of HGF promoted lymphan-
giogenesis in mice, whereas systemic blockade of HGF-R
inhibited lymphatic function. These results identify HGF as
a novel potent lymphangiogenesis factor and indicate that
HGF-R might serve as a new target for inhibiting patholog-
ical lymphangiogenesis.65
Role of HGF in IBD
Only one clinical study has found high serum levels
of HGF in patients with IBD. Evaluation of serum HGF
suggests that this may be an epiphenomenon of inﬂamma-
tion. It can also be suggested that HGF mediates angiogen-
esis, lymphangiogenesis, and vascular permeability in the
mucosa of children with IBD.66
Ando et al50 demonstrated that adipose tissue-derived
stem cells can accelerate the regeneration of injured
regions in experimental colitis (TNBS-induced colitis in
rats), in which HGF might be responsible for the regenera-
tion of injured regions in the colon.
Once intestinal mucosal injury occurs, HGF, among
other cytokines, is induced in both the intestinal lumen and
submucosa, and these factors cooperatively stimulate epi-
thelial mucosal repair. HGF also modulates intestinal
epithelial cell proliferation and migration, thus accelerating
intestinal mucosal repair. Additionally, the proteolytic acti-
vation of HGF, which is mediated by HGF activator, is
essential for the regeneration of injured intestinal mucosa.
HGF was ﬁrst shown to stimulate nonpathologic angio-
genesis in an animal model of IDB. Neovascularization was
stimulated while the intestinal inﬂammatory response was
being modulated by administration of HGF to the animals.67
Recently, other authors have shown that the administration
of recombinant human HGF or HGF gene therapy diminishes
disease severity in animal models of IBD.68
Angiopoietin System (Ang-1, Ang-2, Tie-2)
To date, four members of this family have been iden-
tiﬁed. The most important are Ang-1 and Ang-2, both of
which bind only to the receptor tyrosine kinase Tie-2 and
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control blood vessel stabilization signals.69 Gale et al70
have studied the role of Tie-2 in endothelial cells exten-
sively over the years, showing this ﬁeld to be extremely
complex. Tie-2 is also expressed on LECs.71 Ang-2 was
initially characterized as an Ang-1 competitive antagonist,
since transgenic overexpression of Ang-2 produced angio-
genic defects resembling those of Ang-1 or Tie-2 knockout
mice.72 Evidence of condition-dependent agonistic roles for
Ang-2 have called into question the initial characterization
of Ang-2 as simply a competitive antagonist of Ang-1.73
Angiopioetins in IBD
In a DSS-induced murine colitis model, Ganta et al74
demonstrated that Ang-2 mediates inﬂammatory angiogene-
sis, lymphangiogenesis, and neutrophil inﬁltration to improve
some, but not all, the clinical features of IBD. Median serum
Ang-2 and Tie-2 levels have been found to be signiﬁcantly
higher in both UC and CD patients than in healthy controls.
CD patients with active disease had signiﬁcantly higher lev-
els of Ang-2 compared with patients with nonactive dis-
ease.34,39,75 Although these studies do not provide enough
evidence of the role of the angiopoietin system in the devel-
opment of lymphatic vessels in IBD patients, this could show
us how angiopoietins are involved in this process.
Integrins
There is increasing evidence that the role of integrins
in lymphangiogenesis is different from the role they play
in regulating angiogenesis. Integrin a9b1 is required for the
development of a fully functional lymphatic system in a
murine model.1 It plays a role in growth factor-mediated
lymphangiogenesis as Prox-1, and coordinately upregulates
integrin a9b1 and VEGFR3 expression and endothelial cell
motility in vivo. This integrin has also been shown to pro-
mote VEGF-C and D-stimulated cell migration by directly
binding these growth factors. Importantly, antagonism of
a9b1 suppresses VEGF-C-induced motility. The results of
these studies indicate that a9b1 plays unique yet critical
roles in lymphangiogenesis. Other studies have shown that
most b1 integrins are expressed on lymphatic vessels. In
contrast, av integrins appear to play little or no role in
lymphangiogenesis.1
Integrin a4b1 is highly expressed on tumor lymphatic
endothelium, and antagonists of this integrin can block
lymphangiogenesis and tumor metastasis. VCAM-1, which
binds this integrin and members of the b2 integrin family,
is typically present on endothelium upon activation
(expression induced by inﬂammatory cytokines) and is
involved in the slow rolling of monocytes and lymphocytes
during inﬂammatory cell recruitment. This in turn facili-
tates the adhesion and inﬁltration of leukocytes that pro-
duce mediators of angiogenesis at the inﬂammatory site
during IBD. Thus, several integrins, in association with ad-
hesion molecules, appear to play an important role in lym-
phangiogenesis by facilitating inﬂammation during IBD.1,76
CONCLUSION
The data examined above show that lymphangiogene-
sis may be differentially regulated by growth factors
involved in the pathogenesis of IBD. Most of these factors
are also responsible for control of angiogenesis. Thus, the
contribution of lymphangiogenesis to the onset of IBD may
involve a synergistic model in which sprouting lymphatic
vessels could follow the growth of blood capillaries in
order to drain extravasated ﬂuid in inﬂamed mucosa and
thus recover tissue homeostasis. Although pathological
lymphangiogenesis may contribute to a chronic inﬂamma-
tory state, its mechanisms are unclear. The contradictory
results in studies performed on lymphangiogenic growth
factors in IBD do not yet provide enough information to
consider them reliable markers of disease progress. Further
studies are necessary to establish the role of these factors
as alternative therapeutic targets.
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Background: Angiogenic and lymphangiogenic factors (ALFs) may play an important role in
inflammatory bowel disease (IBD). Our aims were to evaluate levels of ALFs in serum and the
colonic mucosa culture supernatant (MCS) of patients with active and quiescent IBD and healthy
subjects and to correlate them with the endoscopic, clinical and histological activity and with
acute-phase reactants.
Methods: This is a prospective study of 28 controls and 72 IBD patients. Serum and MCS
concentration of VEGFA, VEGFC, VEGFD, VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PlGF, Ang1, Ang2 and Tie2
were measured by ELISA. Activity was established by specific indexes (CDAI, Mayo score, SES-CD,
D'Haens scale and Riley index). Acute-phase reactants were routinely measured.
Results: MCS levels of all ALFs except VEGFR3 were higher in patients with endoscopic (p b 0.05),
clinical (p b 0.05) and histological (p b 0.01) activity than in those without it. In serum, VEGFA,
VEGFC and Ang1 and VEGFA and Ang1 levels were lower in patients in remission than in patients
with clinical and histological activity, respectively (p b 0.05). There was a correlation between
serum and MCS concentrations for VEGFD, VEGFR3, PlGF and Tie2 (r = 0.25, r = 0.48, r = -0.45 anderal, 43. Bloque D1, 1ºB. 28330, San Martín de la Vega. Madrid, Spain. Tel.: +34 699646717; fax.: +34
ail.com (A. Algaba).
European Crohn's and Colitis Organisation. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
13.04.005
e570 A. Algaba et al.r = 0.36; p b 0.05). Ang2 in MCS was the best predictor for the diagnosis of endoscopic, histological
and clinical activity (area under ROC curve N 0.8).
Conclusions: MCS determination suggests a local increase in ALFs that correlates with IBD
activity. Although the correlation between ALFs in serum and MCS was not good, the study of
some of these factors as possible targets of new drugs for IBD constitutes a key new line of
research.
© 2013 European Crohn's and Colitis Organisation. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.1. Introduction
Angiogenesis is defined as the formation of new blood
vessels from pre-existing ones.1 This process occurs during
various physiological processes, e.g., embryogenesis, fe-
male reproductive cycle, hair growth cycle, wound healing
or tissue growth.2,3 In physiological angiogenesis, after
stabilization and structuralisation of the new formed
capillary network, the balance between pro- and anti-
angiogenic factors returns to baseline levels and the pro-
cess ends.4 However, an imbalance between positive and
negative regulators probably leads to pathological angio-
genesis which has been suggested to promote diseases such
as cancer, ischemic cardiovascular disease, diabetic reti-
nopathy and rheumatoid arthritis.5,6
In contrast to blood vessels, lymphatic vessel biology is
much less understood. Lymphatic vessels carry out impor-
tant physiological functions including draining excess body
fluid from tissues, intestinal fat absorption and immune cell
trafficking through the lymph nodes.3,7 Several studies have
documented the association of lymphangiogenesis with
tumour growth and metastatic spread.8–10
Inflammatory bowel disease (IBD) includes Crohn's dis-
ease (CD) and ulcerative colitis (UC). The etiology of CD or
UC has not been fully elucidated. There is growing clinical
and experimental evidence suggesting that the initiation and
progression of these inflammatory disorders involve complex
interactions among genetic, immune and environmental
factors.11–13 Recent findings indicate that angiogenesis
and lymphangiogenesis also play a crucial role in IBD.14–19
New biochemical, molecular and immunohistochemical
studies indicate that several families of growth factors, such
as the vascular endothelial growth factor (VEGF) family and
their receptors, and the angiopoietin system may play an
important role in the onset of IBD. To date, there is a lack of
comparative studies analysing these growth factors at a
systemic and local level using colonic mucosa culture super-
natant (MCS), and levels of these proteins have not been
correlated with either the clinical, endoscopic or histolog-
ical activity of IBD.
The aims of this study were: (i) to evaluate and compare
the levels of the main angiogenic and lymphangiogenic
factors (ALFs) and their receptors in serum and MCS from
patients with active and quiescent IBD and healthy controls,
and (ii) to correlate ALF levels with the endoscopic, clinical
and histological activity, and with acute-phase reactants
(APR) in patients with CD and UC. A complete characteriza-
tion of angiogenic and lymphangiogenic processes should
help to elucidate the pathogenesis of IBD and help to
propose lines for future research in this field.2. Materials and methods
2.1. Patients and controls
A prospective study was carried-out on 28 non-IBD controls
and 72 patients with IBD (37 UC and 35 CD) that underwent a
colonoscopy by medical criteria at Hospital Universitario
de Fuenlabrada. IBD was diagnosed by clinical, radiological,
endoscopic and histological criteria.20 IBD location was
established in accordance with the Montreal classification.21
Patients were classified into active or quiescent CD and UC
by endoscopic and clinical criteria, as defined below. All
participants were asked to sign an informed consent form
prior recruitment. The study was approved by the Research
Ethics Committee at Hospital Universitario de Fuenlabrada
and was conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki.
2.2. Endoscopic activity of IBD
Experienced gastroenterologists performed the
ileocolonoscopies and graded the findings according to the
Simple Endoscopic Score index for CD (SES-CD) and the
endoscopic Mayo subscore for UC.
An SES-CD score between 0 and 2 suggested inactive
disease in the colon and terminal ileum, 3–6 mildly active,
7–15 moderately active, and N16 severely active disease.22,23
Regarding UC activity, a Mayo endoscopic subscore of 0
was considered inactive disease, 1 as mild activity, 2 as
moderate activity and 3 as severe activity.24
2.3. Histological activity of IBD
All specimens were subjected to histological examination by
an experienced pathologist.
In CD patients, histological activity was graded according
to a scale of mucosal alterations developed by D'Haens
et al.25 The total histological score was a sum of the
following variables: epithelial damage [normal (score = 0),
focal pathology (score = 1) or extensive pathology (score = 2)];
architectural changes [normal (score = 0), moderately dis-
turbed (score = 1) or severely disturbed (score = 2)]; infiltra-
tion of the lamina propria by mononuclear polymorphonuclear
cells [normal (score = 0), moderate increase (score = 1),
severe increase (score = 2)]; polymorphonuclear cells in the
epithelium [in surface epithelium (score = 1), cryptitis
(score = 2) and crypt abscess (score = 3)]; presence of erosion
and/or ulcer and presence of granuloma [both scored as yes
(score = 1) or no (score = 0)] and the number of biopsies
Angiogenic and lymphangiogenic factors in IBD e571affected [none (score = 0), b33% (score = 1) and 33–66%
(score = 2)].
Histological findings in UC patients were evaluated by
using the Riley Index.26 Six histological features of UC were
considered: acute inflammatory cell infiltrate (polymorpho-
nuclear cells in the lamina propria), crypt abscesses, mucin
depletion, surface epithelial integrity, chronic inflammatory
cell infiltrate (round cells in the lamina propria), and crypt
architectural irregularities. Each feature was graded on a
four-point scale from 0 to 3.
2.4. Clinical activity of IBD
CD and UC clinical activity were ascertained by Crohn's Disease
Activity Index (CDAI) and Mayo Score respectively.27 A CDAI
score below 150 indicated a quiescent disease; 150–250, mild
disease; 251–350,moderate disease; and N350, severe disease.
A Mayo score ≤2 was considered disease remission; 3–5, mild
disease; 6–10moderate disease, and a score between 10 and 12
was considered severe disease.
2.5. APR
Blood leukocytes (normal range 4.0–11.0109/L), haemoglobin
(normal range 13.0–17.3 g/dL), C-reactive protein (CRP,
upper limit of normal 5 mg/L), platelet count (normal range:
140–450 109/L) and erythrocyte sedimentation rate (ESR,
upper limit of normal b 15 mm/h) were routinely determined
before endoscopy procedures.
2.6. Samples and determinations
Three different specimens were obtained per subject:
– Blood samples for ALF measurement in serum: Peripheral blood
was collected before colonoscopy in serum separator tubes,
allowed to clot for 30 min at room temperature and centrifuged
for 15 min at 3500 rpm. Serum was stored at −70 °C until
analysis.
– Tissue samples for ALF determination in MCS: Four colon biopsies
were taken from non-affected (controls and non-active IBD
patients) and/or affected mucosa (active IDB patients). In
patients with active disease, samples from both inflamed and
non-inflamed colonic mucosa were also taken when the disease
extension was allowed. Biopsies were washed for 3–4 h in
Complete Medium (RPMI supplemented with foetal calf serum
(10%), HEPES, antibiotics and antifungal mixture) at 4 °C on a
shaker. After washing, mucosal specimens were incubated at
37 °C and 5% CO2 over inserts with 0.2 μm pore size and well
plates with Complete Medium. 24 h later, biopsies were weighed
and culture supernatants were collected and stored at −70 °C
until ALF determination.
– Biopsies for histological analyses: Samples were obtained from
the same area as those for MCS. Tissues were fixed in 4%
paraformaldehyde and sent to the Department of Pathology for
histological examination.
Vascular endothelial growth factors A, C and D (VEGFA,
VEGFC, VEGFD), their receptors 1, 2 and 3 (VEGFR1, VEGFR2,
VEGFR3), placental growth factor (PlGF), angiopoietins 1 and
2 (Ang1, Ang2) and their receptor (Tie2) levels in serum and
MCS were determined by the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA; Human Immunoassay Quantikine, R& D Systems,Minneapolis, USA) following the manufacturer's directions.
Inter- and intra-assay variations and precision were calculated
in-house as previously described.24,25,28,29
2.7. Statistical analysis
Frequencies and percentages were determined for categor-
ical variables. For quantitative variables, data were shown
as the mean ± standard deviation (SD). The Kolmogorov–
Smirnov test was used to evaluate normality in continuous
variables. Comparison between quantitative variables and
two groups of categorical variables were made by Student's
t-test or by the Mann–Whitney U-test when normal distribu-
tion was not followed. Comparisons between quantitative
and qualitative variables with three or more categories were
performed by one-way analysis of variance (ANOVA) test
or by non-parametric Kruskal–Wallis test. To analyse the
relationship between two quantitative variables, Pearson's
and Spearman's correlation coefficients were determined for
variables with a Gaussian and non-Gaussian distribution,
respectively. Concordance analysis was determined by the
kappa coefficient (κ). The area under the receiver operating
characteristics (ROC) curve was calculated to evaluate the
accuracy of each ALF to predict endoscopic, histological and
clinical activity of IBD. Statistical significance was assumed
for p values less than 0.05.
3. Results
3.1. Characteristics of patients and non-IBD controls
Seventy-two patients were studied, their mean age was
42 ± 12 years, 58% were female, and 28% were smokers. The
control group consisted of 28 subjects with a mean age of
47 ± 6 years; 64% were female, and 35% were smokers. IBD
diagnosis was CD in 49% and UC in 51% of the patients. Their
mean disease duration was 9.6 ± 7.9 years. All the clinical
and demographic characteristics of IBD patients and controls
are shown in Table 1. A clear association between smoking
and concentrations of these proteins in both patients and
control groups was not found (data not shown).
3.2. Determination of ALFs in Serum and colonic
mucosa culture supernatant in patients with IBD
and controls
Patients were classified into four groups according to
endoscopic and clinical criteria: active (n = 21) and quiescent
(n = 16) UC, active (n = 16) and inactive (n = 19) colonic CD
(all of them with a CDAI b 150).
Table 2 shows differences between serum levels of all
ALFs and controls. VEGF concentration was higher in active
UC patients than in patients in remission. Compared with
controls, serum VEGFR3 and Ang1 concentrations were
significantly higher in patients with active UC and serum
Ang1 was higher in patients with active CD. Subjects with
active or quiescent UC and CD had significantly higher serum
levels of Tie2 than controls.
Table 3 summarizes the results in MCS. When comparing
IBD patients to controls, all studied ALFs except VEGFR3,
Table 1 Clinical and demographic characteristics of the
studied inflammatory bowel disease patients and controls.
CD UC Controls
N 35 37 28
Gender
– Female 21 (60) 21 (57) 18 (64)
– Male 14 (40) 16 (43) 10 (36)
Age (years):
mean ± SD
38 ± 9 46 ± 13 47 ± 6
Smoking status
– Smoker 18 (51) 2 (5) 8 (35)
– Former smoker 6 (17) 17 (46) 2 (9)
– Non-smoker 11 (31) 18 (49) 13 (56)
Family history of IBD
– Yes 7 (20) 8 (22) –
– No 28 (80) 29 (78)
Extraintestinal manifestations of IBD
– None 25 (71) 30 (81)
– Rheumatic 6 (17) 4 (11)
– Mucocutaneous 3(9) 1 (3) –
– Rheumatic +
mucocutaneous
1 (3) 1 (3)
– Other manifestations 0 (0) 1 (3)
Disease duration (years):
mean ± SD
7.6 ± 4.6 11.5 ± 9.7 –
Disease extension UC a
– Proctitis 2 (6)
– Left-sided colitis – 26 (72) –
– Pancolitis 8 (22)
Age at diagnosis CD (years) a
A1 (≤16) 1 (3)
A2 (17–40) 28 (80) – –
A3 (N40) 6 (17)
Disease Location CD a
– L1 (ileal) 8 (23)
– L2 (colic) 9 (26)
– L3 (ileocolic) 16 (46)
– L3+ L4 (upper
gastrointestinal tract)
1 (3)





– B2 (structuring) 1 (3)
– B3 (penetrating) 4 (11) – –
– B1+ peri-anal disease 10 (29)
– B3+ peri-anal disease 2 (6)
Medication at endoscopy b
– No medication 9 (26) 2 (5)
– 5-ASA 6 (17) 31 (84)
– Oral corticosteroids 2 (6) 8 (22)
– Azathioprine/
mercaptopurine
16 (46) 6 (16) –
– Methotrexate 1 (3) 0 (0)
– TNF- α inhibitors 10 (29) 2 (5)
Abbreviations: SD, standard deviation; inflammatory bowel
disease, IBD; CD, Crohn's Disease; UC, ulcerative colitis (numbers
in parenthesis are percentages).
a In accordance with the Montreal classification.
b Some therapy regimens may overlap.
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same trend close to statistical significance was observed for
VEGFR2 levels in patients with active CD (p = 0.054). ALF
MCS levels observed in patients with quiescent IBD did not
diverge from those of controls. An exception was observed
for Ang2, which was lower in patients with inactive colonic
CD than in controls (17.6 ± 6.6 vs. 21.5 ± 6.1 pg/mL per mg
of tissue, p b 0.01).
3.3. Correlation between serum and MCS ALF levels
VEGFD, VEGFR3 and Tie2 serum levels showed a positive
correlation with their corresponding concentrations in MCS
(r = 0.25, r = 0.48, and r = 0.36, respectively; p b 0.05). This
correlation was negative for PlGF (r = −0.45; p b 0.05).
Further associations between serum and MCS levels were not
found for the remaining ALFs (data not shown).
3.4. ALF levels and IBD clinical activity
According to CDAI and Mayo global indexes, disease activity
was mild in 19% of patients (n = 14), moderate in 24%
(n = 17), and 57% (n = 41) had no activity. Again, with the
exception of VEGFR3, the levels of all the studied proteins in
MCS were higher in patients with clinical activity than in
those without it (Fig. 1) (p b 0.05). In serum measurements,
VEGFA, VEGFC and Ang1 were significantly higher in patients
with clinical activity compared to those with inactive disease
(VEGFA: 592 ± 447 vs. 395 ± 274 pg/mL, p = 0.02; VEGFC:
13.9 ± 4.8 vs. 11.8 ± 3.5 pg/mL, p = 0.03 and Ang1: 58.7 ±
17.6 vs. 50.8 ± 14.5 ng/mL, p = 0.04).
MCS levels of all ALFs, except VEGFR2 and VEGFR3,
significantly correlated with CD activity, as measured by the
CDAI index (p b 0.05). Regarding serum levels, VEGFR1, VEGFR2
and VEGFR3 correlated negatively with CD activity (Table 4). In
UC patients, a positive correlation was found between VEGFA,
VEGFR1, PlGF, Ang1, Ang2 and Tie2 MCS levels, and the Mayo
score (Table 4). The correlation coefficients for these analyses
were weaker than those for CDAI index in all cases. Serum
VEGFA and VEGFC also correlated significantly with the Mayo
score (Table 4).
There was a significant correlation between endoscopic
and clinical activity in both UC (r = 0.873; p b 0.001) and CD
(r = 0.62; p b 0.001).
3.5. ALF levels and endoscopic activity of IBD
According to the Mayo subscore and the SES-CD endoscopic
indexes, IBD activity was mild in 11% (n = 7) of patients,
moderate in 31% (n = 19) and severe in 5% (n = 3). The
remaining 53% (n = 33) did not show endoscopic activity.
MCS concentrations of all studied ALFs except VEGFR3
were significantly varied with the endoscopic activity
(p b 0.05). VEGFR3 showed a similar trend, close to the
threshold of statistical significance (p = 0.07) (Fig. 2). These
concentrations were higher in patients with endoscopic
activity than in those without it (p b 0.05). These findings
were not observed for serum ALFs (data not shown).
When we studied UC and CD separately, the Mayo
endoscopic sub-score significantly correlated with all ALFs
in MCS and the SES-CD score correlated with all except
Table 2 Serum concentration of ALFs in controls and patients with active and quiescent ulcerative colitis and Crohn's disease.
Controls AUC QUC ACD QCD
VEGF 458.1 ± 272.4 588.5 ± 382.5 # 328.2 ± 230.3 570.3 ± 487.7 411.5 ± 298.5
PlGF 15.8 ± 8 15.4 ± 9.5 13.5 ± 7.6 12.6 ± 4.9 16.3 ± 12.3
VEGFC 12 ± 3.3 13.4 ± 4.5 11.8 ± 2.5 13.6 ± 5 11.8 ± 4.4
VEGFD 672.9 ± 340.6 748.2 ± 567.7 602.2 ± 234.2 748.8 ± 398.7 613.8 ± 361.4
VEGFR1 181.3 ± 55.9 200.7 ± 43.2 173.6 ± 52.9 154.2 ± 50.2 176.8 ± 59.2
VEGFR2 12.4 ± 2.5 12 ± 2.4 12.7 ± 2.7 10.8 ± 2.6 12.3 ± 2.8
VEGFR3 24 ± 10.5 31.8 ± 14 ⁎ 24.6 ± 7.9 20.8 ± 9 26.5 ± 12.26
Ang1 44 ± 16.3 55.7 ± 10.6 ⁎ 49.2 ± 13 61.7 ± 22.8 ⁎ 50.7 ± 16.5
Ang2 2.6 ± 0.9 3 ± 1.2 2.7 ± 0.7 3.3 ± 2.1 3.1 ± 1
Tie2 23.9 ± 5 29.7 ± 7.7 ⁎ 28.5 ± 7 ⁎ 28.6 ± 6.1 ⁎ 27.6 ± 7.1 ⁎
Vascular endothelial growth factor A and D (VEGFA, VEGFD), placental growth factor (PlGF) and vascular endothelial growth factor
receptor 1 (VEGFR1) concentrations are expressed in pg/mL, all other proteins in ng/mL. Abbreviations: AUC (active ulcerative colitis
patients), QUC (quiescent ulcerative colitis patients), ACD (colonic active Crohn's disease patients), QCD (colonic inactive Crohn's disease
patients).
⁎ Significant differences compared to control (p = 0.05).
# Significant differences compared to patients in remission (p = 0.05).
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correlated with the SES-CD score and VEGFA correlated with
the Mayo endoscopic subscore (Table 5).
In 60% (n = 22) of patients with endoscopic activity,
biopsies of affected and non-affected mucosa were taken for
comparison. As shown in Table 6, PlGF, VEGFR2, Ang1 and
Tie2 levels were higher in the affected tissue than in the
non-affected tissue.3.6. ALF levels and histological activity
Histological activity was mild in 20% of patients (n = 13),
moderate in 34% (n = 22), severe in 8% (n = 5), and 38% (n = 25)
had quiescent IBD. The concordance between endoscopic and
histological activity indexes was higher in UC (κ = 0.73) than
in CD patients (κ = 0.55). Levels of all the studied proteins
in MCS also correlated significantly (p b 0.01) with histologicalTable 3 Tissue supernatant concentration of angiogenic and lym
quiescent ulcerative colitis and Crohn's disease.
Controls AUC
VEGFA 10.7 ± 5.5 20.2 ± 9.5 ⁎,#
PlGF 0.9 ± 0.5 1.9 ± 0.8 ⁎,#
VEGFC 15.7 ± 5.8 26.6 ± 13.5 ⁎,#
VEGFD 3.7 ± 1.8 6.4 ± 3.7 ⁎,#
VEGFR1 5.5 ± 2.4 14.7 ± 9.1 ⁎,#
VEGFR2 1.2 ± 0.8 2.7 ± 2.3 ⁎
VEGFR3 200.5 ± 93.8 237.9 ± 103.1
Ang1 8.4 ± 2.4 14 ± 5.9 ⁎,#
Ang2 21.5 ± 6.1 35.6 ± 17.3 ⁎,#
Tie2 6.8 ± 2.3 15.6 ± 9.4 ⁎,#
Vascular endothelial growth factor A and D (VEGFA, VEGFD), placenta
receptor 1 (VEGFR1) concentrations are expressed in pg/mL, all other
patients), QUC (quiescent ulcerative colitis patients), ACD (colonic act
patients).
⁎ Significant differences compared to control (p = 0.05).
# Significant differences compared to patients in remission (p = 0.05activity. These concentrations diverged with the severity of
histological lesions, with the highest ALF levels corresponding
to patients with severe lesions (Fig. 3).
Only VEGFA and Ang1 serum levels were higher in patients
with histological activity than in those without it (577 ± 426
vs. 346 ± 239 pg/mL, p b 0.01 and 57.8 ± 16.4 vs. 47.2 ±
14.6 ng/mL, p b 0.05, respectively). Further differences in
serum ALF levels related to histological activity were not
observed (data not shown).3.7. Association of ALFs with APR
The correlations between serum ALFs and APR are shown in
Table 7. Ang1 and VEGFA correlated significantly with CRP
and platelet and leukocyte counts. There was a significant
correlation between platelet count and VEGFA (r = 0.293;
p = 0.005); VEGFC (r = 0.231; p = 0.028); VEGFR1(r = 0.238;phangiogenic factors in controls and patients with active and
QUC ACD QCD
12.1 ± 6.1 19.8 ± 12.1 ⁎,# 8.9 ± 3.9
1.1 ± 0.6 2.1 ± 1.1 ⁎,# 0.7 ± 0.6
17 ± 6.1 25.2 ± 10.6 ⁎,# 13.2 ± 5.8
4.3 ± 2.2 6.4 ± 3.2 ⁎,# 3.1 ± 2
5.8 ± 3.5 12.5 ± 6.2 ⁎,# 6.3 ± 4.5
1.1 ± 0.6 1.7 ± 0.9 # 1 ± 0.6
170 ± 97.2 206 ± 98.8 170.1 ± 89.9
8.2 ± 2.7 12.1 ± 4.9 ⁎,# 7.9 ± 2.9
19.8 ± 8.2 33.5 ± 13.5 ⁎,# 17.6 ± 6.6 ⁎
7.7 ± 3.2 15.2 ± 5.9 ⁎,# 7.2 ± 3.9
growth factor (PlGF) and vascular endothelial growth factor
proteins in ng/mL. Abbreviations: AUC (active ulcerative colitis
ive Crohn's disease patients), QCD (colonic inactive Crohn's disease
).
Figure 1 Colonic mucosa culture supernatant (MCS) concentration of angiogenic and lymphangiogenic factors based on clinical
activity (in accordance to CDAI for Crohn's disease and Mayo Score for ulcerative colitis). All concentrations are expressed in pg/mL
per mg of tissue, except vascular endothelial growth factor receptor 3 (VEGFR3) concentration, which is expressed in pg/mL/10 per
mg of tissue. Significant differences **p b 0.01;*p b 0.05.
e574 A. Algaba et al.p = 0.025); PlGF(r = 0.346; p = 0.001); Ang1 (r = 0.283;
p = 0.007); Ang2 (r = 0.291; p = 0.005) and Tie2 (r = 0.254;
p = 0.016) in MCS. CRP also correlated with MCS levels of
VEGFA (r = 0.244; p = 0.040); VEGFR1 (r = 0.265; p = 0.028);
PlGF (r = 0.244; p = 0.040) and Tie2 (r = 0.328; p = 0.006).3.8. ALFs levels in serum and MCS as predictors of
disease activity
MCS levels of all studied ALFs except VEGFR3 were sig-
nificantly associated with endoscopic and clinical activity,
and all of them with histological activity (p b 0.05; Figs. 1, 2
and 3). The utility of these ALFs to predict endoscopic,
histological and clinical activity of IBD was analysed based
on the area under the ROC curve (AUC). Ang2 was the best
predictor of endoscopic (AUC: 0.83, cut-off at 18.5 ng/mL,
86% sensitivity and 66% specificity), histological (AUC: 0.85,
cut-off at 18.5 ng/mL, 89% sensitivity and 72% specificity)Table 4 Correlation coefficients (r) for the relationships betwee
(MCS) and lymphangiogenic factors levels and clinical indexes.
Serum levels
CDAI index Mayo Index
VEGFA 0.190; p = 0.282 0.389; p = 0.01
PlGF −0.06; p = 0.973 0.324; p = 0.05
VEGFC 0.167; p = 0.346 0.405; p = 0.01
VEGFD 0.080; p = 0.653 0.075; p = 0.66
VEGFR1 −0.354; p = 0.04 a 0.294; p = 0.78
VEGFR2 −0.352; p = 0.042 a −0.13; p = 0.94
VEGFR3 −0.418; p = 0.014 a 0.269; p = 0.10
Ang1 0.265; p = 0.130 0.242; p = 0.15
Ang2 0.112; p = 0.529 0.185; p = 0.27
Tie2 0.138; p = 0.436 0.119; p = 0.48
a Statistically significant differences.and clinical activity (AUC: 0.90, cut-off at 22.1 ng/mL, 83%
sensitivity and 84% specificity).
For ALFs in serum, the AUCs were lower than those for the
corresponding ALFs in MCS (data not shown). VEGFA and
Ang-1 levels were more increased in patients with histological
activity than in those without it. The AUC for the diagnosis of
histological activity was 0.68 for Ang1 (cut-off at 52.0 ng/mL:
64% sensitivity and 68% specificity) and 0.67 for VEGFA (cut-off
at 340.6 ng/mL: 64% sensitivity and 60% specificity).
VEGFA, VEGFC and Ang1 had higher serum levels (p b 0.05)
in patients with clinically-active IBD compared to those with
inactive disease. The AUC for the diagnosis of this clinical
activity was lower than 0.65 for all ALFs in serum except for
VEGFA (0.67). The cut-off point with the best sensitivity (60%)
and specificity (68%) for the identification of clinical activity
was 379 pg/mL/per mg of tissue for serum VEGFA.
Regarding endoscopic activity, a significant positive
correlation was only found between Ang1 serum levels and
the SES-CD index, and between VEGFA serum levels and then serum and colonic mucosa culture supernatant angiogenic
MCS levels
CDAI index Mayo index
7 a 0.541; p = 0.001 a 0.386; p = 0.018 a
1 0.561; p = 0.001 a 0.416; p = 0.010 a
3 a 0.561; p = 0.001 a 0.147; p = 0.391
1 0.607; p b 0.001 a 0.111; p = 0.512
0.494; p = 0.003 a 0.424; p = 0.011 a
0 0.273; p = 0.118 0.131; p = 0.452
8 0.213; p = 0.226 0.197; p = 0.249
0 0.599; p b 0.001 a 0.400; p = 0.16 a
4 0.662; p b 0.001 a 0.561; p b 0.001 a
1 0.558; p = 0.001 a 0.449; p = 0.006 a
Figure 2 Comparison of angiogenic and lymphangiogenic factor levels in colonic mucosa culture supernatant according to
endoscopic activity. All concentrations are expressed in pg/mL per mg of tissue, except vascular endothelial growth factor receptor 3
(VEGFR3) concentration, which is expressed in pg/mL/10 per mg of tissue. Significant differences **p = 0.01.*p = 0.05.
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activity in CD patients, the AUC for Ang1 in serum was 0.65
(cut-off at 47.8 ng/mL, 67% sensitivity and 52% specificity).
In UC patients, the AUC for the diagnosis of endoscopic
activity was 0.72 for VEGFA (cut-off at 341 ng/mL, 85%
sensitivity and 64% specificity).4. Discussion
The role played by angiogenesis and lymphangiogenesis in
IBD is still being elucidated. In our study, ALF levels were
locally high in MCS. All studied proteins except VEGFR3 were
significantly higher in patients with endoscopic and clinical
IBD activity compared to those in remission. In colorectal
cancer, immunohistochemical studies carried out in both
normal and tumour tissues show that only a small proportion
of blood vessels express VEGFR3. The expression of this
factor was not associated with tumour stage, but it was
closely related with the presence of inflammatory infil-
trate.30 It has been reported that infiltrating macrophages
are an important source of ALFs such as VEGFA and inflam-
matory cytokines.31 These cytokines may modulate the
expression of VEGF family members, and have been shown
to up-regulate expression of VEGFR2, but not VEGFR3, in
endothelial cells.30,32 There is no clear candidate molecule
that might up-regulate the expression of VEGFR3. Paavonen
et al.33 have observed low levels of this protein in inflam-
matory skin ulcers in humans, together with transient
expression in experimental wounds in a pig model. They
suggest that this transient expression may be an integralpart of normal wound healing and the relative absence of
lymphatic vessels might account for impaired healing in
chronic wounds. The unchanged VEGFR3 levels in MCS might
be consistent with an IBD associated failure to adequately
mobilize lymphatics leading to an overall hypofunction of this
vasculature. These data are in accordance with Alexander
et al.34, who reported an inability to mobilize lymphatic
expansion as an adaptive response in IBD. Lymphatic failure
in chronic disease would result in accumulation of cytokines
and immune cells exacerbating IBD.
The independent and uncertain behaviour of VEGFR3 in
other pathologies and animal models coincide with the lack
of differences in the levels of this protein between patients
with active IBD compared to inactive IBD and also vs. healthy
controls shown in this study. The up-regulation of VEGFR2
and the stability of VEGFR3 levels suggest that the pro-
lymphangiogenic function of VEGFC and D could be driven by
VEGFR2 instead of the VEGFR3 pathway during the active
period of IBD.
This is the first study to analyse the levels of VEGFR3 in
supernatant from primary cultures of bowel mucosa and
their association with this disease.
With respect to the remaining proteins studied, most of
the previous investigations on ALFs have been carried out in
serum and tissue by immunohistochemistry. Recent publica-
tions suggest that altered angiogenesis may be a critical
component of IBD pathogenesis.15,35,36 The exception is the
study by Kapsoritakis et al.37, who observed weaker VEGFA
immunostaining intensity in patients with active CD vs.
healthy controls, while that of patients with UC was similar,
suggesting that the course of UC is not VEGFA-dependent.
Table 5 Correlation coefficients (r) for the relationships between endoscopic indexes and angiogenic and lymphangiogenic
factors levels in serum and colonic mucosa culture supernatant (MCS).
Serum levels MCS levels
SES-CD index Score Mayo endoscopic subscore SES-CD index score Mayo endoscopic subscore
VEGFA 0.260; p = 0.165 0.397; p = 0.015 a 0.354; p = 0.059 a 0.531; p = 0.001 a
PlGF 0.127; p = 0.505 0.131; p = 0.438 0.429; p = 0.020 a 0.550; p b 0.001 a
VEGFC 0.238; p = 0.205 0.114; p = 0.503 0.396; p = 0.033 a 0.338; p = 0.044 a
VEGFD 0.278; p = 0.137 0.025; p = 0.884 0.353; p = 0.06 a 0.343; p = 0.038 a
VEGFR1 −0.114; p = 0.549 0.220; p = 0.191 0.435; p = 0.018 a 0.597; p b 0.001 a
VEGFR2 −0.124; p = 0.514 −0.113; p = 0.507 0.247; p = 0.197 0.373; p = 0.027 a
VEGFR3 −0.287; p = 0.125 0.254; p = 0.129 0.170; p = 0.378 0.399; p = 0.016 a
Ang1 0.362; p = 0.049 a 0.194; p = 0.251 0.441; p = 0.017 a 0.564; p b 0.001 a
Ang2 −0.285; p = 0.126 0.152; p = 0.369 0.451; p = 0.014 a 0.654; p b 0.001 a
Tie2 −0.007; p = 0.971 0.017; p = 0.918 0.500; p = 0.006 a 0.571; p b 0.001 a
a Statistically significant differences.
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method used to assess the levels of the proteins studied. The
authors Kapsoritakis et al. measured tissue expression while
we evaluated levels of soluble ALFs. Both immunohisto-
chemistry and MCS levels reflect ALF expression in colonic
mucosa, but the latter detects proteins that have been
released to the surrounding medium and are not anchored to
a sub-cellular location.
The biological meaning of elevated ALF concentrations
in MCS with respect to the development of IBD is unknown.
Our results concur with those of previous studies, showing
increased expression of VEGFA in colonic mucosa from IBD
patients.16,38,42 The intestinal mucosa has been considered a
possible origin of elevated VEGFA serum levels in patients
with active IBD.43 Clinical studies and animal models of
experimental colitis also showed increased microvascular
density in the mucosal and submucosal tissue15,17,35 and
up-regulation of pro-angiogenic factors such as VEGFA,16,38–42
basic fibroblast growth factor (bFGF),42 platelet-derived
growth factor (PDGF),42 and placental growth factor (PlGF).44
Concerning other chronic inflammatory diseases, Schroeder et
al. found elevated expression of VEGFA, VEGFR1, -R2, Tie2, andTable 6 Comparison of angiogenic and lymphangiogenic
factor levels in colonic mucosa culture supernatant (MCS)
from affected and non-affected mucosa. Concentrations are
expressed in pg/mL per mg of tissue.
Non-affected mucosa Affected mucosa p-Value
VEGF 16.5 ± 10.3 22 ± 11.4 0.07
PlGF 1.6 ± 0.8 2.3 ± 0.8 b0.01 ⁎
VEGFC 24.5 ± 10.5 32 ± 10.8 b0.01 ⁎
VEGFD 8.7 ± 4 8.2 ± 2.8 0.6
VEGFR1 15.1 ± 15.2 15.5 ± 8.4 0.9
VEGFR2 2.4 ± 1 4.5 ± 4.6 b0.05 ⁎
VEGFR3 221.6 ± 100.5 228.7 ± 107 0.8
Ang1 10.7 ± 4.8 14.6 ± 5.9 b0.01 ⁎
Ang2 33.5 ± 17.8 39.1 ± 15.3 0.1
Tie2 10.7 ± 5.2 16.9 ± 7.8 b0.01 ⁎
⁎ Significant differences p b 0.05.the Ang1/Ang2 ratio in synovial tissue from patients with
rheumatoid arthritis compared to patients with osteoarthritis.6
Regarding the site of the tissue collection, Griga et al.41
reported significantly higher VEGFA immunohistochemical
staining in the epithelium and the lamina propia of inflamed
colonic mucosa of patients with IBD, compared with non-
inflamed patients. The same authors41 observed increased
expression of VEGFA in MCS from patients with active IBD
compared with a group of patients with irritable bowel
syndrome. To our knowledge, further studies comparing
both affected and non-affected mucosa from the same
subject have not been reported. In our patients, VEGFA
levels tended to be higher in MCS from affected mucosa
(p = 0.07) PlGF, VEGFC, VEGFR2, Ang1 and Tie2 concentra-
tions were significantly higher in areas with macroscopic
damage than in non-affected areas. High levels of the
remaining proteins were found in both affected and non-
affected mucosa, but the values observed in non-affected
tissue were still higher than those found in patients in
remission. These results reflect that in patients with active
disease, macroscopically “normal” mucosa is sometimes
altered at the microscopic and/or molecular level.
With respect to clinical disease indexes, most of the
studies show a correlation between serum VEGFA levels and
disease activity.39,42,45,46 Kanazawa et al.42 reported
increased VEGFA levels in the serum and colonic tissue of
patients with active UC. Likewise, Bousvaros et al.46 showed
that serum VEGFA levels in children and young adults were
elevated during active CD. In our study, serum VEGFA levels
correlated with clinical activity in UC but not in CD patients.
The same was found with respect to endoscopic activity.
In contrast, Ang1 correlated with endoscopic activity in
patients with CD, but not with UC, while no association was
found with clinical activity. These observations should be
considered with caution because, although p values were
significant, the correlation coefficients were not very high.
Finally, serum concentrations of both factors were higher in
patients with a histological diagnosis of active vs. non-active
disease, suggesting that they are a reflection of the events that
are taking place at the microscopic level. VEGFA and Ang1 also
correlated with the inflammatory marker CRP and with an
increase in the number of leukocytes and platelets, which
release both angiogenic factors during inflammation processes.
Figure 3 Comparison of angiogenic and lymphangiogenic factor levels in colonic mucosa culture supernatant according histological
activity. All concentrations are expressed in pg/mL per mg of tissue, except vascular endothelial growth factor receptor 3 (VEGFR3)
concentration, which is expressed in pg/mL/10 per mg of tissue. **Significant differences p b 0.01.
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the endoscopic, histological and clinical activity of the IBD.
This gives us an idea of the severity of the injuries and,
although most of the ALFs could be useful as IBD markers,Table 7 Correlation coefficients (r) for the relationships betwee
acute phase reactants.
CRP ESR LC
VEGFA 0.341; p = 0.004 a 0.248; p = 0.06 0.277
PlGF 0.233; p = 0.51 0.069; p = 0.605 0.257
VEGFC 0.052; p = 0.665 −0.073; p = 0.588 0.360
VEGFD 0.054; p = 0.656 0.159; p = 0.234 −0.4
VEGFR1 0.040; p = 0.743 0.002; p = 0.988 0.345
VEGFR2 −0.073; p = 0.545 −0.046; p = 0.732 0.319
VEGFR3 0.033; p = 0.786 −0.096; p = 0.475 0.196
Ang1 0.286; p = 0.016 a 0.130; p = 0.332 0.421
Ang2 −0.115; p = 0.341 0.041; p = 0.761 −0.0
c 0.091; p = 0.448 0.017; p = 0.901 0.040
Abbreviations: CRP: C-reactive protein (mg/L); LC: leukocyte count (1
erythrocyte sedimentation rate (mm/h).
a Statistically significant correlation.Ang2 seems to be the most accurate. Ang1 and Ang2 are
antagonistic ligands that bind to the extracellular domain
of Tie2 receptor, which is almost exclusively expressed by
endothelial cells. In critically ill patients, a marked imbalancen serum angiogenic and lymphangiogenic factors levels and
PLC Haemoglobin
; p = 0.008 a 0.412; p b 0.001 a −0.123; p = 0.245
; p = 0.014 a 0.066; p = 0.537 −0.75; p = 0.479
; p b 0.001 a 0.380; p b 0.001 a 0.085; p = 0.425
6; p = 0.664 −0.069; p = 0.518 0.008; p = 0.938
; p = 0.001 a 0.072; p = 0.495 0.176; p = 0.096
; p = 0.002 a 0.023; p = 0.832 0.094; p = 0.376
; p = 0.062 −0.19; p = 0.857 −0.51; p = 0.629
; p b 0.001 a 0.599; p b 0.001 a 0.064; p = 0.549
14; p = 0.896 −0.047; p = 0.660 −0.274; p = 0.009 a
; p = 0.704 0.109; p = 0.306 −0.52; p = 0.625
09/L); PLC: platelet count (109/L); haemoglobin (g/L); and ESR:
e578 A. Algaba et al.of the angiopoietin-Tie system in favour of Ang2 has been
confirmed. Several studies evidence that Ang2 concentrations
correlate with the severity of the illness.47–49
Our results do not show a good correlation between ALF
levels in serum and MCS, indicating that local variations in
the concentrations of the factors studied do not correspond
with circulating proteins. Nevertheless, in our study, ALF
alterations at a local level appear to be a fact, although in
view of the results obtained, we cannot determine whether
such variations are a cause or a consequence of IBD lesions
that perpetuate the existing inflammation. In spite of this,
the study of some of these ALFs as possible targets in new
therapies for IBD constitutes a key new line of research. Our
ideal would be to find a serum activity marker that could
avoid the performance of aggressive procedures like colo-
noscopy. Only serum VEGFA and Ang1 seem to be useful
markers of endoscopic, histological and clinical activity. In
view of our results, serum ALF levels cannot be recommended
as predictors of IBD activity at the moment.Conflicts of interest
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Background: Angiopoietins are essential angiogenic mediators. Since inflammatory bowel disease
(IBD) involves inflammation, ulceration and regeneration of the intestinalmucosa, the angiopoietin
system has been proposed as a factor tomaintain pathological angiogenesis during the development
of the IBD.
Aim: To review the potential role of angiopoietins in the inflammation driven by angiogenesis
during the course of the IBD.
Methods: Publications were identified by PubMed searches using the following key words:
angiopoietin; Tie-2 receptor; angiogenesis; inflammatory bowel disease and inflammation, in
various combinations.
Results: Angiopoietin-1 acts as a regulator of blood vessel maturation and has anti-inflammatory
properties, whereas angiopoietin-2 marks the onset of angiogenesis and is required for normal
formation of lymph vessels. Both angiopoietins make use of their angiogenic regulatory effects via
the angiopoietin tyrosine-kinase receptor (Tie-2). While angiogenesis has been shown to promote
and sustain many events of inflammation, the involvement of the angiopoietin system in IBD has
been reported in few studies. It is not clear whether the angiopoietins' role in the development of
intestinal inflammation is due to an imbalance in the levels of these proteins or this system exerts
its pro-angiogenic properties through a different mechanism during the close-loop relationship
between angiogenesis and inflammation.owel disease; CD, Crohn's disease; UC, ulcerative colitis; Ang-1, angiopoietin-1; Ang-2, angiopoietin-2;
eptor; VEGF, vascular endothelial growth factor; EC, endothelial cell; VSMCs, vascular smooth muscle
eda, 6, 28023 Madrid. Spain. Tel.: +34 667365335.
m (P.M. Linares).
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e.
184 P.M. Linares et al.Conclusions: Angiopoietins have key functions in the angiogenic process, and their abnormal
activation might depend on their surrounding inflamed environment. The determination of these
angiogenic factors in serum and tissue could be useful for monitoring IBD progression.
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Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic inflammatory
disorder that encompasses two different clinical entities:
Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC) 1,2. CD may
affect any part of the gut from the mouth to the anus,
though it is usually located in the terminal ileum and colon.
It is characterized by macroscopic affectation and segmental
distribution along the gut. On the other hand, UC affects the
mucosa of the colon with variable extension from the rectum
to the cecum on a continuous basis.
The etiology of CD and UC remains unclear, but it is
characterized by inflammation located in the gut due to
an altered immune response. Genetic and environmental
factors in the development of both diseases are known to be
involved 3,4.
During the clinical course of both conditions, flare-ups in
activity, characterized by an increase and exacerbation of
inflammation, alternate with remission periods. The number,
frequency and severity of these flares are unpredictable.
Recent investigations have been conducted to elucidate the
etiology of these diseases and the factors that might influence
their evolution.
For instance, IBD is associated with extensive tissue injury
and lymphatic remodeling caused by tissue edema, inflam-
matory cell infiltrates, numerical or functional alteration
of ertain subpopulations of immune cells, loss of epithelial
integrity and increased angiogenesis. These features, together
with the release of cytokines in the intestinal mucosa, might
contribute to the pathogenesis and development of IBD by
triggering diverse molecular mechanisms 5–7. Recently, scien-
tific evidence suggests that vascular development, particularly
lymphangiogenesis and angiogenesis, could play a main role asa cause of IBD tissue injury and not simply an epiphenomenon
ascribed to inflammation 5,8–10.
2. Methods
Bibliographical searches were performed in PubMed from the
earliest records to February 2012 using the following key words
(all fields): (angiopoietin OR Tie-2 receptor OR angiogenesis)
AND (inflammatory bowel disease OR inflammation). The
references from the articles selected for the study were also
examined in search of articles meeting the inclusion criteria.
Relevant abstracts and other material from meetings were
investigated. Studies on angiopoietin function in other diseases
were included if relevant information was reported.
2.1. Angiogenesis
Blood vessels originate through two processes called
vasculogenesis and angiogenesis. Vasculogenesis starts in the
embryonic period from multipotent progenitor cells, while in
angiogenesis the vascular networks are created from the
pre-existing ones. Physiological angiogenesis takes place during
processes like the menstrual cycle, embryonic development,
tissue repair and bone growth.11,12 Angiogenesis is considered
to be activated primarily by hypoxia 7,13. Afterwards, the basal
membrane is degraded by metalloproteases and endothelial
cells (ECs) proliferate, triggered by the released integrins
and adhesion molecules. Finally, pericyte recruitment
stabilizes the newly-formed vessels. Upon stabilization and
structuring of the new microvessel network, the balance
between proangiogenic and antiangiogenic factors in physio-
logical angiogenesis returns to the baseline levels and the
185Angiopoietins in inflammatory bowel diseasesprocess concludes. However, the level of proangiogenic
mediators in pathologic angiogenesis remains augmented and
formation of new vessels persists 14. Altered angiogenesis has
been reported in other inflammatory diseases such as cancer,
atherosclerosis, ischemic heart disease, rheumatoid arthritis
or asthma 12,15,16.
2.2. Cytokines and angiogenesis
As a result of the reciprocal angiogenesis–inflammation
activation processes, there is an increase of proinflammatory
cytokines, chemokines, eicosanoids, thromboxanes and free
radicals in the interstitial medium. Among these released
proteins, the most important angiogenic mediator, VEGF-A,
has recently gained special relevance. For instance, increased
levels of VEGF-A released during active episodes of IBD increase
endothelial expression of intercellular adhesion molecule-1 to
promote enhanced leukocyte adhesion 17. Additional VEGF-A
action increases blood vascular permeability which intensifies
gut edema, a central characteristic of IBD. Finally, new blood
vessels formed in the inflamed gut in response to VEGF-A may
exhibit delayed maturation, displaying incomplete recruit-
ment of pericytes necessary to stabilize vessels, inhibit
endothelial proliferation and reduce vascular leakage 18,19.
Besides the classic angiogenic factors such as VEGF-A, the
angiopoietin Ang/Tie system plays an important and comple-
mentary role in the regression, maturation and stabilization of
blood vessels 20,21.
2.3. Angiopoietin family
Ang-1, Ang-2 and the interspecies orthologs such as Ang-3
(mouse)/Ang-4 (human) are natural ligands of the Tie-2
receptor, which is expressed primarily on ECs and early
hematopoietic cells. The other kinase receptor, Tie-1, is an
orphan receptor that may also act as an angiopoietin receptor,
possibly in complex with Tie-2, but little is known about its
function in angiogenesis 22–29. Angiopoietins do not belong to
the VEGF family, but are also key mediators in angiogenesis.
The Ang/Tie receptor signaling cascades are involved in
fundamental angiogenesis events including vascular stabiliza-
tion and remodeling, as well as recruitment of pericytes and
vascular smooth muscle cells (VSMCs). Ang-1 acts as a regulator
of blood vessel maturation and has anti-inflammatory proper-
ties. Its stimulation in lymphatic ECs promotes up-regulation of
a VEGF receptor – VEGFR-3 – suggesting that it is also indirectly
involved in VEGF-C/VEGFR-3 pathway (Fig. 1). On the other
hand, Ang-2 is particularly responsible for the initiation of
angiogenesis and it is necessary for the normal formation of
lymphatic vasculature 25,28,30–34.
2.4. Angiopoietin-1
The first angiopoietin that was discovered was Ang-1 which
is secreted by pericytes, mesenchyme and VSMCs of the
developing vasculature and it is thought that it stabilizes the
formation of newly formed blood vessels 25,35.
Ang-1 promotes EC cell stability by inducing Tie-2 phos-
phorylation (p-Tie-2) and suppressing endothelial migration,
which enhances survival 25,36–42. It leads to the induction and
maintenance of a ‘quiescent’ phenotype in capillaries. Ang-1also protects against airway inflammation and hyperreactivity
in asthma 43,44, reduces thrombin-induced interleukin-8 pro-
duction and neutrophil adhesion 45, decreases VEGF-induced
up-regulation of inflammatory adhesion molecules 46, pre-
vents endothelial hyperpermeability, thereby maintaining
vessel integrity, and inhibits leukocyte-endothelium in-
teractions 27,30. Ang-1 and VEGF-A are thought to have a
complementary effect on blood vessel growth which could
be due to both ligands being able to activate the receptor
Tie-2 (Fig. 1).
The release of Ang-1 protein from neutrophils differs
from secretion of VEGF-A, because Ang-1 is cytosolic and its
release is neither dependent on calcium, TNF-α nor other
neutrophil-activating cytokines 47. Ang-1 is expressed in the
prostate, skeletal muscle, small intestine, heart, and areas
of the brain 26.
Targeted disruption of Tie-2 or Ang-1 results in embry-
onic lethality, which occurs at a slightly later stage than
that seen in VEGF-A knockout animals 48. However, in the
postnatal vasculature, Ang-1 appears to play a predominant
role in the maintenance of endothelial homeostasis and
prevention of vascular inflammation through the activation
of Tie-2 49.
Ang-1 and Ang-2 have been shown to interact with other
receptors, including integrins 50. Monomeric DeltaAng-1 has
been observed binding α5β1 integrin with similar affinity
compared to Tie-2 (Fig. 1). This suggests that angiopoietins
could be involved in mediating cell adhesion or migration
through integrins independent of the Tie-2 receptor 51.
Moreover, in colonic samples from CD and UC patients,
intestinal lamina propria mononuclear cells CD19+ B cells
expressed more α5 integrin than normal specimens 52.2.5. Angiopoietin-2
Another major factor involved in angiogenesis, and discovered
by sequence homology to Ang-1, was Ang-2 26. The functional
role of Ang-2 is to act as a competitive antagonist of Ang-1 on
ECs and VSMCs. It down-regulates Tie-2 signaling, thereby
releasing the vascular endothelium from the strengthening
inhibitory influence of Ang-1 53.
Ang-2 facilitates EC activation in response to VEGF-A and
other classic growth factors, and a given pathophysiological
condition such as hypoxia 54. It promotes angiogenesis by
allowing ECs to be more responsive to VEGF-A mediated
cell proliferation which is necessary for EC repair and turn
over 38,39,55. In the absence of VEGF-A, Ang-2 destabilizes
the interaction between ECs and their support cells, causing
plasma leakage and promoting vascular regression 26,56–60.
However, recent studies have demonstrated that the
activity of Ang-2 is more complex than previously believed.
When it binds Tie-2 without inducing phosphorylation,
Ang-2 interrupts essential Ang-1/Tie-2 signaling, acting
mainly as a functional antagonist of Ang-1 in an autocrine
way 15,22,23,26,42,61. Such beneficial or detrimental effects
on inflammation depend not only on the phosphorylation of
the Tie-2 receptor, but also on the duration of its particular
receptor binding 37,38,41,62,63.
Ang-2 shows agonist activity binding Tie-2 in the absence of
Ang-1; however, it functions as a dose-dependent antagonist
when Ang-1 is present. ECs produce Ang-2 but not Ang-1, and
Figure 1 Schematic representation of possible Ang/Tie-2 signaling between vascular endothelial and smooth muscle cells and
pericytes. Ang-1 multimers bind to Tie-2 on ECs, induces receptor phosphorylation and behave as an anti-inflammatory cytokine.
Phosphorylated Tie-2 also down-regulates VEGFR-2 expression.When Ang-1 binds Tie-2 without phosphorylation, VEGFR-3 is up-regulated
inducing lymphangiogenesis. Conversely, Ang-2 normally functions as an Ang-1 antagonist andmediates increases in vascular permeability
and primes the vasculature for angiogenesis, but it could also function as a partial Tie-2 agonist under certain conditions: without inducing
phosphorylation, Ang-2 interrupts Ang-1/Tie-2 signaling. In the absence of Ang-1, Ang-2 shows an agonist activity in a dose-dependent
manner, and endogenous Ang-2 maintains Tie-2 activation. Both Ang-1 and Ang-2 can bind α5β1 integrin similarly to Tie-2. Ang-3 and
Ang-4 anchor Tie-2 as agonist and antagonist, respectively, but their exact function remains unclear.
186 P.M. Linares et al.this endogenous Ang-2 maintains EC survival, migration and
tube formation. When these cells are stimulated with Ang-1
and -2, Ang-2 dose-dependently inhibits Ang-1-induced EC
survival. Although Ang-2 is a weaker agonist than Ang-1,
endogenous Ang-2 maintains a level of Tie-2 activation that
is critical to a spectrum of EC functions (Fig. 1) 64,65. This
dose-dependent modulation of Ang-2 activity may be impor-
tant in the regulation of neovessel formation because one
ligand can mediate both the initial inhibition of Tie-2 activity
necessary for an efficient early angiogenic response, as well as
later maturation and stabilization of the neovasculature 28.
This view was challenged by the observation that high level
expression of Ang-2 is present in both highly malignant tumors
such as glioblastoma multiforme and inflammatory conditions
such as psoriasis, IBD and hemangiomas 53,64,66,67.
Ang-2 activates multiple signaling pathways including
reactive oxygen generation. It also plays a role by sensitizing
endothelial cells to tumor necrosis factor (TNF-α) and can
exaggerate inflammatory responses 37,68. In adult human
tissues, Ang-2 expression is largely restricted to sites of active
vascular remodeling such as ovaries, uterus and placenta,
while Ang-1 is more widespread 26.2.6. Angiopoietin-3/Angiopoietin-4
Very little is known about these ligands. Ang-3 is thought to
act as an agonist while Ang-4 exerts an antagonist effect at
the Tie-2 receptor (Fig. 1). Their expression patterns also
differ, as Ang-3 is expressed throughout the body and Ang-4
is detected only in lung 37,69. Currently, the exact biological
actions and pattern of Tie-2 signaling by Ang-3 and -4 are
poorly characterized but their function seems to be cell
specific 33,34.
2.7. Angiopoietins and the lymphatic system
Lymphatic vessels, which drain interstitial fluids, and return
them back to circulation, are thought to grow following blood
capillaries, in order to recover tissue homeostasis 70,71. Ang-2
is known to be involved in the regulation of embryonic
lymphangiogenesis. However, the role of Ang-2 in postnatal
pathological lymphangiogenesis, such as inflammation, is
largely unknown 72.
Although several lymphangiogenic factors are known to be
involved in the formation of lymphatic vessels, the molecular
187Angiopoietins in inflammatory bowel diseasesmechanisms that maintain lymphatic integrity and control the
resolution of inflammation remain unclear. In vitro studies
revealed that, during inflammation, the stability, integrity
and function of lymphatic endothelial cells are enhanced in
the presence of Ang-1 73.
In addition to blood vessel organization, Ang-2 deficiency
also influences the development of lymphatic vessels, partic-
ularly those within the gastrointestinal system 74. In this
respect, Ang-2 deficient mice have been reported as a relevant
model of intestinal lymphatic dysplasia 75.
2.8. Angiopoietins in animal models
Recently, Cho et al. 76 designed an Ang-1 variant, COMP-Ang-1,
which was more potent than native Ang-1 in phosphorylating
the Tie-2 receptor in lung ECs in vivo. After its administration
to mice, it was mainly located in microvascular ECs of the
intestinal villi and lung. The Ang-1 variant prolonged survival in
irradiated mice, showing specific protection against EC injury.
There is evidence that Ang-2 deficient mice show complex
defects in vascular development and postnatal vascular
remodeling 29,77,78. In IBD mouse models, blockade of Ang-2
with L1-10, an Ang-2-specific inhibitor, significantly inhibited
lymphangiogenesis but promoted angiogenesis. These results
clearly indicate that Ang-2 acts as a crucial regulator of
inflammatory lymphangiogenesis by sensitizing the lymphatic
vasculature to inflammatory stimuli, thereby directly promot-
ing lymphangiogenesis 72.
In the development of experimental IBD in Ang-2(−/−) DSS
treated mice, leukocyte infiltration, inflammation and blood
and lymphatic vessel density have been shown to be signifi-
cantly attenuated compared with wild type DSS treated mice.
Ang-2mediates inflammatory angiogenesis, lymphangiogenesis
and neutrophil infiltration to reduce some, but not all clinical
features of IBD.5 However, in DSS induced endoglin heterozy-
gous, Eng(+/−) mice model, Ang-1 and Ang-2 levels remained
unchanged in the distal colon during DSS induction. In contrast,
VEGF-A levels and vascular permeability were increased in the
chronic phase of colitis 8.
2.9. Role of angiopoietins in IBD
Koutroubakis et al. first measured circulating serum levels of
Ang-2 and Tie-2 in patients with IBD 79. Both angiogenic factors
were slightly elevated in patients with CD and UC compared
with controls and Ang-2 also correlated with disease activity.
Significantly higher levels of Ang-2 in patients with active IBD
compared with patients with non-active disease were found.
Both Ang-2 and Tie-2 median serum levels were significantly
higher and lower, respectively, in those patients with early
disease (diagnosis b 2 years) compared with IBD patients with
late disease diagnosis 79. A second study, where Ang-1 levels
were also assessed, supported these observations in CD. In
contrast to what resulted in Ang-2 and Tie-2, levels of Ang-1
were lower in patients with CD compared with healthy controls.
This imbalance between Ang-1 and Ang-2 may reflect an
abnormal process ofmaturation and stabilization of the vascular
network during the course of IBD. Several correlations among
angiopoietins and acute-phase reactants were also found 80.
A later report also suggested that, besides the potential
role of angiopoietin circulating levels as disease markers, theAng/Tie pathwaymay play a role in the local progression of UC
by studying tissue samples from colonic mucosa 81. The
authors found that epithelia of crypt abscesses were strongly
positive for Ang-1 and -2 in samples derived from patients with
active UC, though the colorectal epithelium without crypt
abscess showed minimal expression of Ang-1, Ang-2, and
Tie-2. Specimens from UC patients in remission showed
significantly less immunoreactivity for Ang-1, -2, or Tie-2.
Therefore, they confirmed that the angiogenic response is
induced by Ang-2, in the presence of VEGF-A, blocking the
normal vessel-stabilizing effect of Ang-1 81. These results, the
high immunohistochemical expression of Ang-1 in mucosal
samples from patients with endoscopically-active UC
compared with non-active UC patients, is similar to that
of our group's current investigation. Moreover, we also found a
high microvessel density in the same high Ang-1-expressing
samples from active compared with non-active UC patients.
Nevertheless, we have also included patients with CD, but no
differences in Ang-1 expression and microvessel density were
found when patients with active and inactive CD were
compared 82.
These results concur with those of a large study performed
in IBD patients in which CD patients with disease restricted to
the colon had significantly lower serum Ang-2 levels in
comparison with other phenotype locations, probably due to
a transient variability or heterogeneity of endothelial cell
characteristics 83,84. Additionally, the authors found higher
serumAng-1 levels in UC patientswhowere smokers compared
with non-smokers. This increase of serumAng-1 in smoking UC,
but not in CD, patients may be related to the nicotine effect
on angiogenesis, which is known to up-regulate VEGF 85,86.
This probably suggests a collaboration between the VEGF and
the angiopoietin system in UC which does not occur in CD 80.
On the other hand, no statistically significant difference in
serum Ang-1 and -2 levels related to disease duration or
activity was established, in contrast with previously reported
data for serum Ang-2 83,84.
Recently, Pousa et al. evaluated serum angiopoietin levels
in patients with UC who underwent oral corticosteroid
treatment. At baseline, Ang-1 levels were statistically signif-
icant lower than those in healthy individuals while Ang-2
levels, together with VEGF-A, were higher than in controls. In
the samework, no correlation between angiopoietin levels and
clinical activity of UC was found 87.
In this study, after treatment, patients who achieved
complete remission showed statistically significantly higher
serum levels of Ang-1 and Ang-2, but not of Tie-2, compared
with those that did not achieve remission. Moreover, after
completing treatment, Ang-1 and Ang-2 concentrations nearly
returned to their baseline levels 87. Therefore, corticosteroids
temporarily alter circulating levels of VEGF and angiopoietins.
We are currently studying the effect of anti-TNF-α treat-
ment on angiopoietin levels in patients with IBD. However, in
contrast to the angiopoietin level modification seen during
corticosteroid treatment, we have not observed changes in
the levels of these factors after treatment. Although Ang-2
can mediate inflammation by up-regulating the response of
endothelial cells to TNF-α, the effectiveness of anti-TNF-α
treatment appears to not be related to the changes in the levels
of these angiogenic factors 88.
In addition to the potential of the serum angiopoietin
system levels as optimal markers of clinical activity, we also
188 P.M. Linares et al.evaluated histological and clinical activity. We studied the
angiopoietin system in both serum and culture supernatant of
mucosal samples 89,90. We found that serum Ang-1 levels were
higher in patients with endoscopically active IBD compared
with non-active ones. In culture supernatant, levels of Ang-1,
Ang-2 and Tie-2 were higher in patients with active compared
with non-active IBD and Ang-2 levels of patients in remission
were even lower than in controls. Probably, during periods of
quiescence, lower levels of Ang-2 are released, as the Ang-
2-expressing ECs recruitment ends, but the initial angiogenic
balance is not totally restored. Also, there was a positive
correlation between serum and colonic mucosa culture
supernatant levels of Ang-1. Interestingly, we found differ-
ences of mucosal Tie-2 levels between affected and non-
affected colonic area 89,90.
Ang-1 concentrations were modified in parallel with the
severity of histological lesions, and moderately correlated
with clinical and endoscopic activity. Thus, that the measure-
ment of Ang-1 levels in serum may be useful as a non-invasive
method should be put cautiously, as the area under the
receiver operator Characteristic (ROC) curve for the diagnosis
of disease activity for Ang-1 was below 0.7 for serum levels
and 0.8 for mucosal culture supernatant 89,90. Therefore,
serummeasurement of angiopoietins is not yet completely set
up to avoid unnecessary colonoscopies.3. Conclusions
The angiopoietin system is implicated in the regulation of the
angiogenic process in sustained inflammation. These factors
are also essential for vascular development, maturation and
stability. As IBD is triggered by an activation of the immune
system characterized by a chronic inflammation located in the
gut, disease progression has been shown to be maintained by
angiogenesis in a mutually dependent association. Neverthe-
less, the direct implication of the angiopoietin system in the
development of intestinal inflammation is not fully under-
stood. No less important is that until now, most of the studies
are focused on the determination of these factors at a
circulating level, which present high variability. Taking into
account that cellular function and response depend on the
surrounding environmental protein network, the exploration
of changes in the distribution and association of angiopoietins
with the mucosal activity that defines critical events involved
in the disease's pathogenesis is required. Therefore, larger-
scale studies in patients with IBD are needed to further
determine the exact mechanisms that associate inflammation
and angiopoietin levels.Conflict of interest
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